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Resumo 
A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença metabólica caracterizada pela 
hiperglicémia, que a longo prazo leva a complicações que afetam vários órgãos, como 
os olhos, onde se desenvolve a retinopatia diabética (RD). A RD resulta de uma 
complicação microvascular da retina que pode culminar em cegueira. Esta doença afeta 
cada vez mais indivíduos com diabetes em todo o mundo. Em 2011, Portugal 
continental já registava 34,5% de diabéticos portadores de RD. Para além da 
hiperglicémia, outros fatores de risco estão envolvidos, nomeadamente a idade de início 
da diabetes, o estilo de vida e os fatores genéticos do diabético.  
Numa fase inicial, as lesões associadas à RD podem ser reversíveis, contudo, 
nessa fase, a doença não apresenta sintomas. A identificação de marcadores genéticos 
que permitam delinear os diabéticos com suscetibilidade para o desenvolvimento de RD 
agressiva e de progressão rápida pode constituir a base para a seleção dos indivíduos 
que necessitam de uma vigilância clínica mais apertada. Em adição, a identificação 
destes marcadores poderá contribuir para o melhor entendimento dos mecanismos 
moleculares que acompanham o desenvolvimento da doença podendo contribuir para o 
aparecimento de novos alvos terapêuticos. 
O presente estudo teve como objetivo a pesquisa de alterações genéticas, os 
SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), em 307 indivíduos, portugueses, diabéticos 
do tipo 2 com RD. Tratou-se de um estudo caso-controlo em que os doentes foram 
classificados em 3 fenótipos diferentes: A - indivíduos com RD não progressiva (grupo 
controlo), B - indivíduos com RD intermédia entre os fenótipos A e C, e C - indivíduos 
com RD agressiva e de progressão rápida. Num estudo prévio 200 SNPs foram 
selecionados a partir de 11 genes candidatos, de forma manual e com recurso a 
ferramentas bioinformáticas. Destes, 172 foram genotipados pelo sistema TaqMan
® 
OpenArray
®
, tendo sido verificadas diferenças estatisticamente significativas entre o 
fenótipo A (controlo) e os fenótipos B e C para alguns SNPs dos genes NOS1, MTHFR, 
ACE e AGER, associando-os com o desenvolvimento de RD. Neste trabalho foram 
selecionados 8 SNPs dos 28 que não foram genotipados pelo sistema TaqMan
® 
OpenArray
®
.
 
Por apresentarem características com maior potencial foram escolhidos os 
SNPS: NOS1_rs77074921, NOS1_rs76839820, MTHFR_rs72552099, 
ACE_rs8075924, ACE_rs4357, ACE_rs121912703, ACE_rs113110741 e 
xiv 
 
ACE_rs12720744 e para a sua análise foi eleita a técnica Allele-Specific PCR (AS-PCR) 
com deteção por desnaturação de alta resolução (MeltDoctor).  
De acordo com os resultados finais, os SNPs NOS1_rs77074921, 
NOS1_rs76839820, MTHFR_rs72552099, ACE_rs121912703 e ACE_rs113110741 
foram monomórficos nos 307 doentes. Para o ACE_rs8075924, foram detetados os 3 
genótipos possíveis, mas as frequências alélicas e genotípicas foram distribuídas 
igualmente pelos 3 fenótipos pelo que não são associáveis com o desenvolvimento da 
doença. Os ACE_rs4357 e ACE_rs12720744 poderão ser interessantes e estar 
associados com a progressão da doença, mas estudos adicionais serão necessários para 
delinear estas eventuais correlações.  
A genotipagem por AS-PCR foi confirmada por sequenciação de Sanger. Neste 
processo foram identificados 3 novos SNPs: MTHFR_rs1801131, ACE_rs12720743 e 
ACE_rs4363. O rs1801131 verificou-se ser um tagged-SNP do rs4846049, estudado por 
TaqMan
®
 OpenArray
®
. Os SNPs ACE_rs12720743 e ACE_rs4363, apesar do número 
de indivíduos estudados ser reduzido, poderão vir a ser interessantes, porque embora 
sejam intrónicos, o primeiro corresponde a uma deleção presente nas amostras que 
também apresentam heterozigotia para o ACE_rs12720744, não se registando esta 
heterozigotia para os indivíduos sem a deleção em ACE_rs12720743, e o segundo 
porque se situa numa zona de splicing (6 bases afastado do exão) e por isso pode afetar 
a transcrição e posteriormente a tradução na proteína. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Palavras-chave: Retinopatia diabética, SNPs, genotipagem. 
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Abstract 
Diabetes Mellitus (DM) is a metabolic disorder characterized by hyperglycemia, 
which leads to long-term complications that affect several organs such as eyes, where  
diabetic retinopathy develops (DR). DR is a microvascular complication of retina that 
may result in blindness. This disease has become more common among people with 
diabetes worldwide. In 2011, Portugal had registered 34,5% of diabetic patients with 
DR. In addition to hyperglycemia, other risk factors are involved, including the age of 
onset, lifestyle and genetic factors.  
Lesions associated with DR may be reversible at an initial stage; however the 
disease is asymptomatic. The identification of genetic markers that allow identification 
of diabetic patients with susceptibility to develop aggressive DR and rapid progression 
may constitute the basis for selection of individuals who require a closer clinical 
monitoring. In addition, the identification of these markers may contribute to a better 
understanding of the molecular mechanisms related to the development of the disease 
and may also contribute to the discovery of new therapeutic targets.  
The aim of the present study was to find genetic alterations, SNPs (Single 
Nucleotide Polymorphisms), in 307 type 2 diabetic Portuguese patients with DR. This 
was a case-control study and patients were classified into three different phenotypes: A 
- individuals with non-progressive DR (control group), B - individuals with 
intermediate DR phenotypes between A and C, and C - individuals with aggressive and 
rapid progression of DR. In a previous study 200 SNPs were selected from 11 candidate 
genes manually and using bioinformatics tools. From the 200 selected SNPs, 172 were 
then genotyped by TaqMan
® 
OpenArray
® 
genotyping system and the results showed 
statistically significant differences between A (control) and B and C phenotypes for 
some SNPs located in NOS1, MTHFR, ACE and AGER genes, which allow the 
association of these SNPs with the development of DR. In this study 8 SNPs from the 
28 missing SNPs were selected, due to higher deleterious potential: NOS1_rs77074921, 
NOS1_rs76839820, MTHFR_rs72552099, ACE_rs8075924, ACE_rs4357, 
ACE_rs121912703, ACE_rs113110741 and ACE_rs12720744. The SNPs were studied 
by the technique Allele-Specific PCR (AS-PCR) with detection by high-resolution 
denaturation (MeltDoctor). 
xvi 
 
According to the final results, NOS1_rs77074921, NOS1_rs76839820, 
MTHFR_rs72552099, ACE_rs121912703 and ACE_rs113110741 SNPs were 
monomorphic in the 307 patients. Although the three possible genotypes were detected 
for ACE_rs8075924, the allele and genotype frequencies were also distributed equally 
among the three phenotypes, indicating lack of association with disease development. 
ACE_rs4357 and ACE_rs12720744 could be interesting and be associated with the 
progression of DR, but further studies are needed to delineate these possible 
correlations.  
The genotyping results by AS-PCR were confirmed by Sanger sequencing. The 
sequence analysis resulted in the identification of 3 new SNPs: MTHFR_rs1801131, 
ACE_rs12720743 and ACE_rs4363. The rs1801131 was found to be a tagged-SNP of 
rs4846049, genotyped by TaqMan
® 
OpenArray
® 
genotyping system. ACE_rs12720743 
and ACE_rs4363, although intronic and only genotyped for 40 individuals, may be 
interesting. The first is a deletion and appeared in all the patients heterozygous in 
ACE_rs12720744, but not in those homozygous in this position. The second SNP is in a 
splice site (6 bases away from exon) and therefore could affect the transcription and 
subsequent translation into protein.   
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1.1. Diabetes Mellitus 
 
A Diabetes Mellitus (DM) é uma doença crónica que afeta cada vez mais 
indivíduos em todo o mundo [1, 2]. Esta doença engloba um conjunto de doenças 
metabólicas que levam à hiperglicémia, ou seja, ao aumento dos níveis de glicose no 
sangue, devido à ocorrência de defeitos na secreção e/ou resistência à ação da insulina 
[1-3]. A longo prazo, o descontrolo crónico dos níveis de glicose no sangue conduz a 
complicações que afetam diferentes órgãos como os olhos, rins, nervos e coração [1, 4].  
A DM divide-se essencialmente no tipo 1 (insulino-dependentes) e tipo 2 (não 
insulino-dependentes). A DM do tipo 1 engloba cerca de 5-10% do total de diabéticos, 
afeta maioritariamente indivíduos com menos de 20 anos, e caracteriza-se pela 
diminuição da secreção de insulina devido à destruição das células-ß pancreáticas por 
um processo autoimune [1, 3-5]. A diabetes do tipo 2 afeta cerca de 90 a 95% do total 
de diabéticos, a maioria dos indivíduos após os 40 anos, e caracteriza-se pela resistência 
à ação da insulina que é provocada pela combinação de fatores genéticos e ambientais 
(idade, obesidade, gravidez, entre outros) [1, 3-5].  
 
1.2. Retinopatia Diabética (RD) 
 
A retinopatia diabética é uma complicação microvascular da retina relacionada 
com a diabetes [6]. A retina é um importante componente do olho que transmite as 
imagens do nervo ótico para o cérebro através das células fotossensíveis (cones e 
bastonetes) (Figura 1.1) [7, 8]. A hiperglicémia crónica é o principal fator que potencia 
o desenvolvimento anormal de vasos sanguíneos na retina levando a hemorragias e 
isquémia no olho [9, 10]. A destruição da retina, associada à diabetes, causa sérios 
danos na visão podendo culminar em cegueira. 
As vias bioquímicas envolvidas na patogénese da RD incluem a via do poliol (a 
via metabólica, induzida pela hiperglicémia, cujos produtos potenciam as lesões no 
olho) e a do stress oxidativo [10, 11]. Outras moléculas envolvidas são: a proteína 
cinase C (PKC), os produtos finais de glicação (AGEs), os fatores de crescimento e as 
moléculas de adesão de células endoteliais e leucócitos, que são reguladas 
positivamente pelos fatores de crescimento [6, 12-17]. Algumas destas moléculas 
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encontram-se envolvidas em fenómenos de resposta imunitária, formação de colagénio, 
adesão e agregação de plaquetas e inflamação [15]. 
 
 
Figura 1.1: Desenho esquemático da constituição do olho humano com o pormenor das camadas 
celulares da retina. A retina, camada amarela, está envolvida por uma camada de vasos sanguíneos, a 
coróide. Imagem adaptada das referências 8 e 18. 
 
 
1.2.1. Fatores de risco da RD 
 
Os fatores de risco que contribuem para o aparecimento e progressão da RD, 
para além da hiperglicémia, são também a idade de início da diabetes, o aumento da 
pressão arterial, a dieta, o tabagismo, a hipertensão, a nefropatia e fatores oculares 
como, por exemplo, a miopia e o glaucoma [5, 6, 10, 11, 19, 20]. 
Para além destes fatores de risco que se podem controlar, estão também 
associados fatores genéticos, como variações únicas no gene, que ainda não estão 
totalmente clarificados [11].  
 
 
1.2.2. Características físicas e classificação da RD 
 
A hiperglicémia interage de forma complexa com a predisposição genética, 
hiperlipidémia e alterações nos fatores de coagulação, levando a diversas lesões no 
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organismo [10]. A hiperglicémia gera stress oxidativo e dano nos capilares da retina, 
que para compensar essa perda, o organismo tenta desenvolver mecanismos com o 
objetivo de formar novos vasos sanguíneos, num processo chamado de 
neovascularização, em determinada etapa do desenvolvimento da RD [16, 21]. No 
entanto, estes novos vasos são muito frágeis, não conseguem responder às necessidades 
da retina e causam edema, resultando numa deficiência visual que é complementada 
pelo espessamento da membrana basal, formação de microaneurismas, rutura da barreira 
hemato-retiniana, e apoptose de células endoteliais e do pericito (células de suporte que 
ocorrem nos capilares da lâmina basal e contribuem para a estabilização dos vasos 
sanguíneos pequenos) [6, 12, 15, 21, 22].  
A RD pode ser classificada de acordo com o tipo de diabetes, alterações no 
aspeto da retinopatia, entre outros fatores [5]. De uma forma geral, a RD pode ser 
dividida em RD proliferativa, forma predominante em diabéticos do tipo 1 e não 
proliferativa, prevalente em diabéticos do tipo 2 [5, 23]. Na RD proliferativa ocorre 
neovascularização. Na RD não proliferativa, os processos inflamatórios levam ao 
aumento da permeabilidade vascular e à rutura da barreira hemato-retiniana (barreira 
que regula o ambiente no interior da retina), o que conduz ao derrame de fluídos que 
causam edema na retina e, por conseguinte, disfunção dos fotorreceptores que pode 
conduzir à perda de visão quando o centro da mácula, a fóvea, é afetado (Figura 1.2) 
[21, 24]. Estes indivíduos dizem-se “portadores” de Edema Macular Diabético (EMD) 
[21].  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.2: Imagem representativa do fundo do olho onde se destaca a posição da fóvea (A), mácula (B) 
e disco ótico (C). Imagem adaptada da referência 7. 
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1.2.3. Sintomas e tratamento da RD 
  
Os doentes com RD não possuem sintomas até ao momento em que a doença se 
começa a agravar de forma intensa e irreversível. Numa fase avançada, os sintomas da 
RD incluem: visão distorcida; moscas volantes, que correspondem a derrames e se 
traduzem na flutuação de pequenas partículas negras no interior do olho; sombras ou 
áreas de visão que não se conseguem alcançar; dificuldade em ver à noite e posterior 
perda de visão [25, 26].  
Estes sintomas ocorrem numa fase já avançada da RD, pelo que o 
acompanhamento oftalmológico dos doentes com diabetes é crucial na deteção precoce 
e atuação atempada, numa fase em que ainda é possível reverter este processo e evitar 
complicações dramáticas [25]. Apesar dos avanços, até ao momento não é conhecida 
nenhuma terapia preventiva eficaz [22, 27, 28]. Existe uma técnica, a fotocoagulação a 
laser, para o tratamento do EMD, mas tem a desvantagem de ser destrutiva [16, 28]. A 
qualidade de vida dos diabéticos com RD é sem dúvida afetada, pelo que é fundamental 
apostar na prevenção através da ida regular ao oftalmologista, bom controlo da glicémia 
e da pressão sanguínea [2, 16]. 
 
1.2.4. Incidência da RD 
 
A RD apresenta elevados níveis de incidência nos países em desenvolvimento, 
sendo uma das principais causas de perda de visão, muito provavelmente devido à falta 
de acompanhamento dos doentes com diabetes [12, 29].  
A grande maioria dos indivíduos com DM do tipo 1 e 60-80% dos indivíduos 
com tipo 2 adquirem algum tipo de retinopatia após 15 a 20 anos de duração da doença 
[15, 30].  
Em Portugal continental, no ano de 2011, os registos do Sistema Nacional de 
Saúde, reportaram que 34,5% dos doentes com diabetes eram portadores de RD [2]. 
Existe um programa nacional de rastreio da doença que engloba a realização periódica 
de retinografias (exame de imagem que fotografa as áreas do fundo do olho, como 
a retina, a coróide, o nervo ótico e os vasos sanguíneos) [2, 31]. A Tabela 1.1 mostra o 
progressivo aumento de retinografias realizadas nos vários pontos do país, deste 2009 a 
2011, bem como o número de pessoas identificadas para tratamento [2].  
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Tabela 1.1: Número de retinografias realizadas no âmbito dos Programas de Rastreio da Retinopatia 
Diabética e de pessoas identificadas para tratamento. ARS – Administração Regional de Saúde, LVT – 
Lisboa e Vale do Tejo. Tabela adaptada da referência 2. 
 
ARS 
Retinografias realizadas 
Pessoas identificadas para 
tratamento em 2011 
Em 2009 Em 2010 Em 2011 Número Percentagem 
Norte 791 8 839 39 006 1 309 3,4% 
Centro 14 766 15 271 15 473 736 4,8% 
LVT 3 131 13 867 23 105 514 2,2% 
Alentejo n.d. 2 761 2 872 38 1,3% 
Algarve 10 907 9 395 13 580 1 348 9,9% 
Total 29 595 50 133 94 151 3 945 4,2% 
 
 
1.3. A genética no desenvolvimento da RD  
 
Acredita-se que existe uma componente genética associada ao desenvolvimento 
da RD. Existem diabéticos que desenvolvem RD, em períodos de tempo relativamente 
curtos, apesar de um controlo rigoroso dos níveis de glicose e da pressão arterial [11, 
32]. Outros, pelo contrário, não mantêm um controlo apertado dos fatores de risco, 
acima referidos, e ainda assim não desenvolvem complicações ao nível da retina [6]. 
Estas evidências sugerem que outros fatores, para além da hiperglicémia e pressão 
sanguínea elevada, contribuem para o desenvolvimento e progressão da RD [11]. 
Diferenças epidemiológicas e patofisiológicas evidenciam o envolvimento de fatores 
genéticos e alterações hemodinâmicas [23]. Na população mundial observam-se 
diferenças na progressão da doença em diferentes locais (países) bem como em 
diferentes raças, sendo possível associar diferentes fatores genéticos e ambientais com o 
desenvolvimento da doença [11].  
A RD é então considerada uma doença complexa ou multifactorial; o seu 
desenvolvimento parece envolver fatores genéticos, provavelmente vários genes 
(contexto poligénico), e ambientais (estilos de vida) [6, 16, 33].  
Na literatura têm sido referenciados vários genes como potencialmente 
associados com o desenvolvimento da RD, mas nenhum foi ainda implicado de forma 
inequívoca. A retinopatia pode ser de tal modo complexa que envolve mais influências 
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poligénicas e ambientais que outras doenças também consideradas complexas, mas mais 
entendidas do ponto de vista etiológico [11]. Outra das razões pode estar associada com 
a falta de uniformidade na determinação e classificação dos diferentes fenótipos da 
doença [11, 15]. Para além dos aspetos já focados, existem ainda casos de RD que se 
podem desenvolver exclusivamente devido a fatores de risco ambientais ou então ainda 
aqueles que se desenvolvem em não diabéticos [11]. O tamanho da amostra (estudos 
com mais de 100 indivíduos com RD são pouco frequentes), a mistura de populações e 
a interpretação dos resultados estatísticos são outras das possíveis razões para a falta de 
consenso observada [6, 15]. 
 
1.3.1. Genes candidatos ao desenvolvimento da RD 
 
Com base na literatura estão descritos onze genes candidatos com elevado 
potencial para o desenvolvimento da RD e, por isso, os mais interessantes, para já, no 
desencadear da doença: ACE, AGER, AKR1B1, NOS1, NOS3, VEGF, PPARGC1A, 
TGF-β1, MTHFR, ICAM1 e TNF-α.  
 
1.3.1.1. Gene ACE 
 
O gene ACE - “Angiotensin I Converting Enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 1”, 
localizado no cromossoma 17q23.3, codifica uma proteína conhecida como enzima 
conversora da angiotensina I [34]. 
A ACE é essencialmente sintetizada nas células endoteliais dos capilares 
pulmonares e renais [35]. Encontra-se na membrana celular destas células, mas também 
é secretada para o espaço extracelular [36-38]. Esta proteína está envolvida em vários 
processos biológicos, tais como: a proliferação de células do músculo liso, a regulação 
da vasodilatação e da vasoconstrição, a regulação da pressão arterial sistémica pelo 
sistema renina-angiotensina (RAS), no processo catabólico de peptídeos e de hormonas, 
na remodelação dos vasos sanguíneos ou no desenvolvimento renal, entre outros [38, 
39].  
A ACE tem atividade proteolítica, sendo um dos componentes essenciais no 
RAS [36, 38]. Este é um sistema enzimático-peptídeo que ocorre na circulação e nos 
tecidos, designando-se por RAS circulante e RAS local, respetivamente [40-42]. No 
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olho, o RAS encontra-se ativo sistémica e localmente e, de forma geral, regula a pressão 
sanguínea e a homeostase de fluidos [16, 42]. O RAS controla a pressão sanguínea por 
regulação da libertação da enzima renina a partir da pró-renina, precursor inativo da 
renina, que é sintetizado constitutivamente pelos rins (Figura 1.3) [23, 42-44]. A renina 
é libertada quando o fluxo renal do aparelho justaglomerular ou a concentração de NaCl 
no filtrado dos rins diminui [35, 44]. Após libertação, a renina atua no peptídeo inativo 
angiotensinogénio (produzido pelo fígado) e por clivagem converte-o em angiotensina I 
(Ang-I) [35]. Posteriormente, a ACE catalisa a conversão do decapeptídeo Ang-I, 
através de hidrólise, num octapeptídeo, a angiotensina II (Ang-II) [36, 39, 45].  
Figura 1.3: Sistema renina-angiotensina. Imagem retirada da referência 44. 
 
A Ang-II é um forte vasoconstritor que se encontra fisiologicamente ativo [34, 
37, 42, 46]. A Ang-II regula a pressão arterial de uma forma direta através de 
vasoconstrição pela modulação de sódio e reabsorção de água através da estimulação 
dos seus recetores no rim e de uma forma indireta pela estimulação da síntese e 
libertação de aldosterona pelas glândulas supra-renais ou ainda pela estimulação da 
sensação de sede no sistema nervoso central [35, 42]. Na retina, a alteração da regulação 
da pressão sanguínea e do equilíbrio líquido-electrólito potencia o desenvolvimento de 
RD [27, 34, 37, 46]. Em animais, os recetores da renina, da ACE e da Ang-II foram 
encontrados nos vasos de diversas estruturas do olho, nomeadamente da retina [16, 19]. 
Em humanos com RD foram observadas elevadas concentrações de pró-renina, ACE e 
Ang-II no plasma ocular [16, 19, 23, 27, 47]. Deste modo, estes componentes têm sido 
correlacionados com diabetes, complicações microvasculares e retinopatia proliferativa, 
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em particular [23]. O aumento destes componentes demonstra o envolvimento do RAS 
local nas disfunções da retina ao nível vascular, ou seja, relacionam-se com a severidade 
da doença [16, 27]. A Ang-II como forte vasoconstritor e fator angiogénico 
(desenvolvimento de novos vasos a partir dos existentes) pode ser o fator causativo da 
neovascularização no olho diabético, típico da retinopatia proliferativa [19, 48]. 
Diferentes níveis de expressão do gene ACE têm sido associados com o polimorfismo 
I/D (Inserção/Deleção), que corresponde à repetição da sequência alu em 287 pares de 
bases, localizado no intrão 16, sendo as concentrações elevadas relacionadas com a 
homozigotia para o alelo D [23, 39, 47]. 
Para além do seu forte envolvimento no RAS, a proteína ACE também inativa a 
bradiquinina, um peptídeo vasodilatador, através da sua clivagem em produtos de 
degradação de quinina [45]. Este peptídeo atua no sistema “kallikrein-kinin”, um 
sistema também envolvido na regulação da pressão sanguínea e do tónus vascular mas 
por vasodilatação [36, 39, 49]. 
 
1.3.1.2. Gene AGER 
 
O gene AGER - “Advanced Glycation End Product-Specific Receptor”, 
localizado no cromossoma 6p21.3, codifica uma proteína designada pelo mesmo nome 
[50].  
Esta proteína é um recetor multi-ligando que possui duas isoformas: uma 
encontra-se na membrana celular e a outra é secretada [10, 50, 51]. O AGER é expresso 
em vários tecidos, como os pulmões, coração, rins, cérebro, músculo-esquelético, e em 
diferentes tipos de células, como as endoteliais e imunitárias (macrófagos/monócitos, 
neutrófilos e linfócitos), astrócitos e microglia [10, 32, 52, 53]. 
AGER liga os produtos finais de glicação avançada (AGEs) e também diversas 
moléculas envolvidas na homeostase, no desenvolvimento, na inflamação e em doenças 
como a diabetes [50, 51, 54]. Esta proteína, como membro da superfamília das 
imunoglobulinas dos recetores da superfície celular, está envolvida na regulação 
positiva da resposta inflamatória, na regulação da apoptose, na regulação positiva da 
proliferação de células do músculo liso ou na ativação do fator nuclear de transcrição 
NF-kB, entre outros [10, 50, 51, 53, 54]. 
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Os AGEs são um grupo complexo e heterogéneo de produtos finais de reações 
não enzimáticas entre açúcares redutores (como a glucose) e proteínas, lípidos ou ácidos 
nucleicos, catalisadas por metais de transição (Figura 1.4) [10, 52, 55]. Os produtos 
intermédios destas reações, também conhecidas como reações de Maillard, são as bases 
de Schiff e os produtos Amadori que participam numa via direta de formação dos AGEs 
(Figura 1.4) [10]. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.4: Via direta de formação de AGEs. Imagem adaptada da referência 10. 
 
Os AGEs acumulam-se no tecido vascular com o envelhecimento e também com 
a diabetes, pois a glicação encontra-se aumentada nesta doença [10, 55, 56]. AGEs 
podem ser também provenientes de fontes exógenas, como é o caso do fumo do tabaco 
[10]. 
Os AGEs ao interagirem com o recetor AGER levam ao aumento intracelular do 
stress oxidativo, que estimula a produção das cinases PKC e ERK1/2 [55]. Estas duas 
moléculas conduzem à ativação de NF-kB, um regulador pleiotrópico, que regula 
positivamente genes de “respostas-à-lesão” levando à expressão de várias citoquinas, 
como o VEGF, TGF-β, IL-1α, IL-6 e TNF-α, e a moléculas de adesão, como a CD18 e a 
ICAM-1, que estão associadas com a ocorrência de danos nas células da retina, como a 
acumulação de leucócitos na retina (leucostase retinal) e a quebra da barreira hemato-
retiniana em diabéticos [10, 33, 52, 55, 56]. A acumulação de AGE pode também 
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contribuir para derrames vasculares devido ao aumento da permeabilidade das células 
endoteliais retinais, conduzindo a oclusão e isquémia. Por sua vez, a indução de fatores 
de crescimento como VEGF, resultam na angiogénese e na neovascularização [10].  
A expressão de AGER tem sido descrita em alguns tipos de células da retina, 
como nas ganglionares e epiteliais [53]. As preparações de vasos da retina de ratinhos 
diabéticos (com 26 semanas de diabetes (Figura 5b)) demonstram um aumento de 2,6 
vezes de AGEs em relação a não diabéticos (Figura 4a), o que reflete a relação 
quantitativa entre a glicémia e acumulação de AGEs [32]. 
 
Figura 1.5: Microfotografias de preparações de vasos da retina de ratos sem diabetes (a) e com diabetes 
(b) com marcação de fluorescência específica para AGEs. Imagem retirada da referência 10. 
 
1.3.1.3. Gene AKR1B1 
 
O gene AKR1B1 - “Aldo-Keto Reductase family 1”, localizado no cromossoma 
7q35, codifica uma proteína, a aldose reductase, que está envolvida em danos 
microvasculares em diabéticos através da via do poliol [57, 58]. Esta via catalisa a 
redução da glucose em sorbitol, uma molécula que, de uma forma indireta, faz parte de 
uma via alternativa à produção de AGEs (Figura 1.6) [10, 18, 58, 59].   
 
O gene AKR1B1 é expresso em muitos tecidos dos mamíferos e existe em 
grande concentração na retina, nas lentes, entre outros; sendo que a acumulação de 
sorbitol nestas estruturas causa desequilíbrios osmóticos que consequentemente levam a 
alterações do olho [18, 60]. 
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Figura 1.6: “Via direta” e “via indireta” da formação de AGEs pela ativação da via do poliol. Imagem 
adaptada da referência 10. 
 
1.3.1.4. Gene NOS1 
 
O gene NOS1 – “Nitric Oxide Synthase 1”, ou nNOS (NOS neuronal), 
localizado no cromossoma 12q24.22, codifica a sintase do óxido nítrico 1 (neuronal) 
[61, 62]. 
Esta proteína pertence à família das sintases do óxido nítrico (NO), onde se 
incluem as sintases induzível (NOS2) e endotelial (NOS3), que sintetizam NO e          
L-citrulina a partir de L-arginina e O2 molecular, pelo estímulo cálcio/calmodulina, de 
acordo com a reação representada na equação 1 [24, 61, 63-65]. A proteína localiza-se 
no sarcolema do músculo-esquelético, cardíaco e liso, sendo que é no músculo-
esquelético que apresenta elevados níveis de expressão [61, 64, 66]. 
 
2 L-arginine + 3 NADPH + 4 O(2) = 2 L-citrulline + 2 nitric oxide + 3 NADP(+) + 4 H(2)O          (1) [63] 
                                                                                                 
O NO é um radical livre reativo que atua como mediador biológico em vários 
processos fisiológicos e patológicos incluindo: biossíntese de neurotransmissores, 
neurotoxicidade, atividades antimicrobianas e antitumorais, resposta ao calor e à 
hipoxia, processo catabólico da arginina, regulação positiva da vasodilatação (atua para 
14 
 
manter uma apropriada vasodilatação arterial), coagulação sanguínea (é libertado no 
meio circulante em resposta aos produtos derivados das plaquetas), resposta ao stress 
multicelular, fusão do mioblasto, contração do músculo-esquelético, função sexual, e 
homeostase dos fluidos corporais [61, 62, 64, 65, 67]. Tem sido também implicado em 
doenças como aterosclerose, RD, degeneração da mácula relacionada com idade, entre 
outras [24, 61]. 
No leito vascular da retina, há libertação basal constante de NO que mantém a 
circulação retiniana num estado de vasodilatação [65]. Sabe-se que o NO está envolvido 
na leucostase e quebra da barreira hemato-retiniana num estado precoce da RD, pois o 
NO medeia a molécula de adesão de leucócitos, ICAM-1, mas ainda não se conseguiu 
compreender qual das sintases é a principal envolvida na sua produção [9]. A Figura 1.7 
mostra a adesão de leucócitos nos vasos da retina de murganhos (Figura 1.7A e 7B) sem 
diabetes (controlo) (C), com diabetes (D) e controlos + diabéticos tratados com L-
NAME, um inibidor das 3 sintases do NO, (L-NAME e D L-NAME, respetivamente). 
Nos murganhos diabéticos tratados com L-NAME observa-se uma redução significativa 
do número de leucócitos em comparação com os animais diabéticos não tratados 
(Figuras 1.7A, 1.7B e 1.7C). No grupo controlo, o tratamento com o inibidor não 
causou mudanças significativas, indicando que na diabetes existe um claro aumento da 
produção de NO. A Figura 1.7D mostra um aumento no número de leucócitos aderentes 
nos vasos localizados perto do disco ótico, induzido pela diabetes, em comparação com 
o grupo controlo. Verifica-se que o número de leucócitos aderentes nas retinas dos ratos 
diabéticos, tratados com o inibidor, diminuiu; pelo contrário, não foram observadas 
alterações nas retinas dos ratos controlo sujeitos a esse tratamento. Os vasos das retinas 
dos ratos controlo permaneceram normais, não se detetou vazamento. Nos ratos 
diabéticos, duas semanas após o início de indução de diabetes ocorreu desagregação da 
barreira hemato-retiniana, observada pela saída de azul de Evans dos vasos da retina. O 
mesmo não se verificou nos ratos diabéticos tratados com L-NAME (Figura 1.7A) [9]. 
 
1.3.1.5. Gene NOS3  
 
O gene NOS3 – “Nitric Oxide Synthase 3”, ou eNOS (NOS endotelial), 
localizado no cromossoma 7q36, é expresso constitutivamente e codifica a sintase do 
óxido nítrico 3 [63, 68].  
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Figura 1.7: Envolvimento de NO na leucostase da retina e rutura da barreira hemato-retiniana na 
diabetes. Os leucócitos corados com C-AM, isolados a partir do baço de ratinhos controlo, foram 
injetados em diferentes grupos: controlos (C), controlos tratados com L-NAME (L-NAME), diabéticos 
(D), diabéticos tratados com L-NAME (D_L-NAME). L-NAME é um inibidor das 3 sintases do NO. (A) 
Imagens da acumulação de leucócitos e da rutura dos vasos das retinas. Setas compridas: leucócitos 
aderentes (verde). Setas curtas/grossas: vazamento dos vasos retinianos. Barra de escala: 200 µm. (B) 
Imagens semelhantes às de (A) mas com maior ampliação. Barra de escala: 100 µm. As imagens de (A) e 
(B) foram obtidas através de sistema de imagem confocal a laser. (C) Gráficos referentes à quantificação 
do número de leucócitos aderentes nos vasos de toda a retina para cada condição do ensaio. (D) 
Quantificação de leucócitos aderentes utilizando um oftalmoscópio a laser. Os dados são apresentados 
como média ± SD de pelo menos seis ratos. *** P <0,001 em comparação com os ratos controlo; # # # P 
<0,001 em comparação com ratos diabéticos. Imagens adaptadas da referência 9. 
 
A proteína localiza-se na membrana celular e no complexo de Golgi e sintetiza 
NO a partir de L-arginina, tal como a NOS1 (equação 1) [61, 63]. 
Os processos biológicos associados ao NO, produzido pela NOS3, encontram-se 
descritos anteriormente para o gene NOS1 [63, 68]. O NO é também responsável pela 
angiogénese nos vasos coronários, induzida por fatores de crescimento, como observado 
em modelos animais knockout para NOS3 [6, 63]. O NOS3 tem ainda uma função 
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importante na homeostase cardiovascular, pois tem a capacidade de regular o diâmetro 
dos vasos sanguíneos e manter este ambiente anti-proliferativo e anti-apoptótico [63]. A 
redução de NO endotelial conduz à diminuição da vasodilatação. Quando as células 
endoteliais são expostas a elevados níveis de glucose ocorre produção de aniões 
superóxido que se combinam rapidamente com o NO, diminuindo a eficácia da 
vasodilatação e comprometendo a homeostase geral da vasculatura [9]. Na reação de 
NO com superóxido há ainda outro fator preocupante que é a produção de peroxinitrito, 
uma espécie reativa de oxigénio tóxica, observada em níveis aumentados na retina de 
ratos diabéticos [9]. O peroxinitrito pode danificar proteínas, lípidos e DNA [24]. A 
formação destas espécies em excesso prejudica a hemodinâmica ocular [69].    
 
1.3.1.6. Gene VEGF 
 
O gene VEGF – “Vascular Endothelial Growth Factor A”, localizado no 
cromossoma 6p21.1, codifica o fator de crescimento vascular endotelial [70, 71].   
Esta proteína atua através de interações recetor-ligando, principalmente nas 
células endoteliais, e tem várias funções: medeia o aumento da permeabilidade vascular, 
induz a angiogénese, a vasculogénese (desenvolvimento de novos vasos a partir de 
células embrionárias), a proliferação de células endoteliais, a migração celular, inibe a 
apoptose, provoca a adesão de leucócitos na retina e pensa-se que é um forte mediador 
da neovascularização ocular relacionada com a isquémia da retina [13, 21, 70, 72-75]. A 
Figura 1.8 mostra que a injeção intravítrea de VEGF (Figura 1.8B), em olho de macaco, 
provoca neovascularização na retina [76].  
 
VEGF é produzido na retina em resposta a situações de hipoxia, pois a deficiente 
oxigenação da retina, bem como a hiperglicémia, induzem a sobreexpressão da proteína 
[21, 77, 78]. Os monócitos migram em resposta ao fator de crescimento e quando 
aderem ao endotélio, assim como outros leucócitos, são responsáveis pelo aumento 
local de VEGF [74]. Por esta razão o corpo vítreo dos indivíduos com RD apresenta 
maior concentração da proteína [78]. Ainda outros fatores como, por exemplo, o TNF-α 
e AGEs, que têm sido associados à RD, levam ao aumento da expressão dos níveis de 
VEGF que por sua vez leva ao aumento de outras moléculas também associadas à 
doença, como a ICAM-1 e NOS3 [13, 74]. 
 
17 
 
 
Figura 1.8: Fotografia de fundo de olho de macaco (A) e angiografia fluoresceínica do mesmo olho (B). 
A: fotografia após injeção intravítrea de VEGF que mostra dilatação dos vasos sanguíneos. B: imagem 
obtida 54 segundos após a injeção de VEGF onde é possível observar regiões de não perfusão capilar 
incluindo a mácula (setas), saída de corante a partir do nervo ótico e os vasos da retina terminam em 
estruturas parecidas com micro-aneurismas. Imagem retirada da referência 76. 
 
1.3.1.7. Gene PPARGC1A 
 
O gene PPARGC1A – “Peroxisome Proliferator-Activated Receptor Gamma, 
Coactivator 1 Alpha”, localizado no cromossoma 4p15.1, codifica uma proteína com o 
mesmo nome [79, 80]. 
Esta proteína nuclear está associada com a ativação de fatores de transcrição que 
controlam a expressão de diversos genes envolvidos em várias vias metabólicas como, 
por exemplo, no metabolismo oxidativo, na homeostase energética celular, no 
metabolismo da glicose e de lípidos e também parece estar envolvida no controlo da 
pressão sanguínea e no desenvolvimento de obesidade [79-81].  
A PPARGC1A (ou PGC-1α) é expressa em maior quantidade em tecidos que 
possuem uma capacidade oxidativa elevada, pois é regulada em resposta ao stress 
oxidativo atuando na regulação das espécies oxidativas [82]. Destes tecido destacam-se 
o cérebro, os rins e o fígado, que induz a expressão da proteína em situações de jejum; o 
coração, devido a isquémia; o músculo-esquelético, por causa do exercício físico onde 
pode ocorrer a troca de tipos de fibras (“fiber type switching”)e o tecido adiposo 
castanho, pela exposição ao frio [82, 83].  
A redução da expressão desta proteína, principalmente no músculo-esquelético, 
associa-se à redução de genes oxidativos na DM do tipo 2 [82, 84]. A diminuição da 
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expressão da PPARGC1A, em conjunto com a disfunção mitocondrial em vários 
tecidos, principalmente no adiposo, pensa-se estarem, portanto, associadas à resistência 
da insulina e, consequentemente, ao desenvolvimento de DM do tipo 2 [85].  
No entanto, já se verificou in vivo que, numa situação de isquémia e durante o 
exercício físico, onde a expressão da proteína PPARGC1A aumenta, há aumento da 
expressão de VEGF e de outros genes indutores da angiogénese, uma consequência da 
RD (Figura 1.9). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.9: Diagrama representativo das proteínas envolvidas na formação de angiogénese, biogénese 
mitocondrial e troca de tipos de fibras após indução da expressão de PGC-1α por isquémia e exercício. 
Imagem retirada da referência 84.  
 
Têm vindo a ser feitos estudos em vários SNPs do gene PPARGC1A para 
perceber a sua influência na diabetes [82]. 
 
1.3.1.8. Gene TGF-β1 
 
O gene TGF-β1 – “Transforming Growth Factor, Beta 1”, localizado no 
cromossoma 19q13.2, codifica o fator de crescimento transformante β1 [86, 87]. 
Este peptídeo multifuncional é expresso em fibroblastos, condrócitos, 
osteoblastos, plaquetas e monócitos e está envolvido na regulação da proliferação, 
diferenciação, adesão e migração celular em vários tipos de células, na modulação das 
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células imunitárias e produção de citoquinas, e promove a síntese de componentes da 
matriz extracelular, onde se localiza [22, 86, 87]. Deste modo, desempenha um papel 
importante na regulação da função vascular e homeostase [88].  
A expressão de TGF-β1 e recetores, existentes também nas células que 
produzem a proteína, foi demonstrada no olho [22]. Evidências sugerem que este fator 
de crescimento é necessário à função normal da barreira hemato-retiniana (Figura 1.10), 
mas também que a interação do TGF-β1 com o seu recetor, ALK-5, está envolvida no 
espessamento da membrana basal dos capilares da retina que ocorre precocemente na 
RD [22]. 
Figura 1.10: Ação do TGF-β no olho de rato. a) Células derivadas da crista neural (NC), a azul formam a 
parte anterior do olho e o vítreo primário (PV). O TGF-β promove a formação dos corpos ciliados (CB) e 
da malha trabecular (TM) e controla o crescimento de PV. b) Na córnea, o TGF-β está envolvido na 
expressão dos fatores de transcrição Foxc1 e Pitx2 e na diferenciação das células derivadas de NC em 
queratócitos estromais que sintetizam colagénio e também na expressão de Foxc1 que leva à formação de 
células endoteliais da córnea e sobrevivência da célula. Imagem retirada da referência 89. 
 
1.3.1.9. Gene MTHFR  
 
O gene MTHFR – “Methylenetetrahydrofolate Reductase (NAD(P)H)”, 
localizado no cromossoma 1q36.3, codifica uma proteína com o mesmo nome, uma 
oxirredutase [90-93].  
Esta proteína MTHFR está envolvida em vários processos biológicos como no 
metabolismo de aminoácidos, vitaminas, ácido fólico (Vitamina B9) e homocisteína, na 
biossíntese de metionina e síntese de neurotransmissores [92, 94, 95]. A MTHFR 
catalisa a conversão de 5,10-metilenotetrahidrofolato em 5-metiltetrahidrofolato, de 
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acordo com a equação 2. Este último é um co-substrato, a maior forma circulante de 
folato, para a remetilação de homocisteína em metionina, ou seja, para a biossíntese de 
metionina [91, 93, 94, 96, 97]. A metionina é utilizada pelo organismo na síntese de 
proteínas e de outros compostos [94]. 
 
5-methyltetrahydrofolate + NAD(P)(+) = 5,10-methylenetetrahydrofolate + NAD(P)H              (2) [91]         
 
Se a atividade de MTHFR diminui, a concentração de folato também, o que afeta 
a metilação de homocisteína em metionina [96]. A diminuição de folato tem 
consequências negativas para o organismo, pois este composto influencia a síntese, 
reparação e metilação de DNA, provocando danos nos cromossomas que podem 
originar tumores [96].  
A hiperhomocisteinémia é uma doença causada por defeitos genéticos das 
enzimas envolvidas no metabolismo da homocisteína sendo a presença do polimorfismo 
C677T (Ala222Val), no gene MTHFR, um dos responsáveis por prejudicar a atividade 
dessas enzimas (Figura 1.11) [93, 97-99]. Por conseguinte, a doença caracteriza-se pela 
presença de elevadas concentrações de homocisteína no plasma, fator de risco para 
doenças cardiovasculares, neurodegenerativas, cancro, diabetes, entre outras [97, 100, 
101]. O MTHFR é, na prática, um forte indicador da predisposição para o 
desenvolvimento de doenças crónicas [95]. A hiperhomocisteinémia em indivíduos 
diabéticos tem sido relacionada com a prevalência de doenças microvasculares e, 
consequentemente, com a RD [3, 90, 98].   
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.11: O gene MTHFR está envolvido em vários processos biológicos como a síntese de metionina 
(Prot), metilação de DNA (CH3DNA) e sínteses de RNA e DNA. O polimorfismo C677T deste gene 
afeta, de forma diferente, esses processos devido à diminuição da produção de folato necessário a todos 
eles. O gráfico mostra a distribuição do genótipo encontrado em populações brancas, pois a prevalência 
deste polimorfismo varia muito com a população e etnia, e as setas verticais relacionam o genótipo com a 
atividade de MTHFR. Imagem retirada da referência 95. 
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1.3.1.10. Gene ICAM1 
 
O gene ICAM1 – “Intercellular Adhesion Molecule 1”, localizado no 
cromossoma 19p13.2, codifica uma glicoproteína, ICAM-1, que é geralmente expressa 
em células do endotélio e do sistema imunitário [29, 102, 103].  
A proteína promove a adesão e migração de leucócitos nas células endoteliais 
em locais de dano e inflamação, através da sua interação com os recetores presentes nos 
leucócitos (Figura 1.12) [29, 104]. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 1.12: Proteína ICAM-1 envolvida na adesão e migração de leucócitos no cérebro [105]. 
 
Esta proteína liga-se a integrinas, o que provoca a agregação de células 
leucocitárias (principalmente neutrófilos que contêm integrinas na sua superfície) às 
células epiteliais do endotélio, ocorrendo leucostase retinal [13, 29, 74, 103]. A 
leucostase nos capilares da retina, associada ao desenvolvimento da RD numa fase 
inicial, conduz posteriormente ao vazamento vascular retinal (rutura da barreira hemato-
retiniana) devido à disrupção das junções (“tight junctions”) entre as células endoteliais 
[13, 74]. 
 
1.3.1.11. Gene TNF-α 
 
O gene TNF-α – “Tumor Necrosis Factor Alpha”, localizado no cromossoma 
6p21.33, codifica uma proteína transmembranar pro-inflamatória que é secretada por 
vários tipos de células, mas principalmente por macrófagos [13, 14, 106-108].  
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Esta citoquina está envolvida na regulação de uma grande gama de processos 
biológicos, nomeadamente na proliferação celular, na diferenciação, na apoptose 
(mediada diretamente pelo recetor ou indiretamente pelo aumento da leucostase), no 
metabolismo lipídico e na coagulação [14, 107, 108]. Esta proteína promove ainda 
vários processos inflamatórios, como a regulação positiva de moléculas de adesão e o 
recrutamento de leucócitos [13].  
A ativação das células da glia leva à produção de TNF-α e de NO, entre outros, 
que consequentemente levam à indução de apoptose das células ganglionares da retina 
(Figura 1.1) [109]. O NO leva à apoptose pela ativação da caspase 3 (Figura 1.13) 
[109].  
 
Figura 1.13: Cascata de eventos que levam à sinalização apoptótica e da pro-sobrevivência induzidas por 
TNF-α. Imagem adaptada da referência 109. 
 
Pensa-se que o aumento dos níveis de TNF-α, e dos seus recetores, esteja 
associado com a diabetes e a resistência à insulina [13]. Uma elevada concentração de 
TNF-α é encontrada no vítreo do olho em doentes com estas complicações [14, 110]. A 
expressão de TNF-α pode ser induzida por processos que ocorrem durante a diabetes, 
como a hiperglicémia, o stress oxidativo e o aumento de VEGF [14]. 
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Após a descrição de cada um dos 11 genes, é possível perceber que existe uma 
interligação entre os mesmos, não sendo o gene MTHFR associável, de forma direta, 
com os restantes. Desse modo, para mais fácil compreensão, a Figura 1.14 apresenta 
esquematicamente a relação possível entre os genes através das proteínas que cada um 
codifica (Figura 1.14, a laranja). A aldose redutase, AKR1B1, catalisa a redução da 
glucose em sorbitol que, de uma forma indireta, leva à produção de AGEs. O recetor 
AGER liga os AGEs, que também são formados por açúcares redutores (ex: glucose), e 
proteínas, lípidos ou ácidos nucleicos, e posteriormente dá-se o aumento intracelular do 
stress oxidativo que, por intermédio da estimulação da produção das cinases PKC e 
ERK1/2, leva à ativação do fator NF-kB. Este fator regula genes que conduzem à 
produção de VEGF, TNF-α, TGF-β e ICAM-1, entre outros. A proteína VEGF é 
sobreexpressa por hipóxia e hiperglicémia conduzindo ao aumento da permeabilidade 
vascular, à indução de angiogénese, à neovascularização, à proliferação e migração de 
células endoteliais e à adesão de leucócitos na retina através do aumento de ICAM-1. 
Por sua vez os leucócitos são responsáveis pelo aumento local, no corpo vítreo, de 
VEGF, que é capaz de induzir também a expressão de TNF-α. A citoquina TNF-α está 
envolvida também na proliferação celular e na regulação de ICAM-1, na diferenciação, 
na apoptose, entre outras. O TGF-β1 está envolvido na regulação da proliferação e 
migração celular em vários tipos de células, na produção de citoquinas e também no 
espessamento da membrana basal dos capilares da retina. A ICAM-1 promove a adesão 
de leucócitos nas células endoteliais em locais de inflamação que provoca, 
posteriormente, a rutura da barreira hemato-retiniana. A PPARGC1A é regulada em 
resposta ao stress oxidativo e, portanto o seu aumento leva ao aumento da sua expressão 
com o consequente aumento de fatores, por exemplo, o VEGF, que levam à angiogénese 
dos vasos. A ACE, no RAS, converte o peptídeo Ang-I em Ang-II, um peptídeo 
fisiologicamente ativo que atua como vasoconstritor e fator angiogénico, uma das 
consequências da RD. As NOS1 e NOS3 sintetizam NO que medeia a ICAM-1 e é 
também responsável por apoptose e pela angiogénese nos vasos coronários, induzida 
por fatores de crescimento. A reductase MTHFR está envolvida no metabolismo de 
homocisteína e na biossíntese de metionina, entre outros. Elevadas concentrações de 
homocisteína no plasma levam à hiperhomocisteinémia, uma doença relacionada com 
doenças microvasculares e, consequentemente, com a RD. 
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Figura 1.14: Representação esquemática da relação entre os 11 genes apresentados. A laranja: proteínas 
codificadas pelos genes que possuem a mesma designação; seta preta para cima: aumento; setas azuis: 
levam ao passo seguinte. A presença do aumento de glucose leva à produção de AGEs pela via do poliol 
(AKR1B1), indiretamente, ou pela combinação com proteínas, lípidos e ácidos nucleicos. A interação de 
AGEs com o recetor AGER provoca aumento de stress oxidativo desencadeando a produção de NF-kB 
por intermédio da produção de PKC e ERK1/2. O NF-kB regula genes que codificam VEGF, TNF-α, 
TGF-β e ICAM-1. Estas proteínas medeiam a permeabilidade, induzem angiogénese, neovascularização, 
proliferação e migração celular, apoptose, quebra da barreira hemato-retiniana, aumento de citoquinas, 
espessamento da membrana basal retiniana e adesão de leucócitos. A expressão de PPARGC1A aumenta 
em resposta ao stress oxidativo desencadeando todos os processos descritos. A ACE no RAS ao produzir 
Ang-II a partir de Ang-I conduz a fenómenos como angiogénese. O NO sintetizado pelas NOS1 e NOS3 
medeia a ICAM-1, desencadeia angiogénese e apoptose. A MTHFR está presente no metabolismo de 
homoscisteína que, por aumento da sua expressão pode levar à hiperhomocisteinémia que se relaciona 
com doenças como a RD.          
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1.4. Estudos de associação do tipo caso-controlo 
 
Os estudos de associação do genoma (em inglês, Genome-wide association 
studies (GWAS)) possibilitam a identificação de variantes genéticas em doenças 
complexas e permitem também perceber de que forma essas variantes se relacionam 
entre si [111]. O estudo de associação do tipo caso-controlo é o mais utilizado para 
clarificar os fatores genéticos envolvidos numa doença [112]. Este tipo de estudo 
baseia-se na pesquisa de variantes genéticas, em genes candidatos, num grupo de 
indivíduos com um determinado fenótipo e num grupo controlo (que não expresse o 
fenótipo sob estudo) [112]. Para além disso, também permite a identificação de 
variantes de DNA não associadas com a doença [112]. O grande desafio na realização 
de um estudo caso-controlo é a seleção do grupo controlo, pois é necessário que existam 
diferenças nas frequências alélicas entre este grupo e o dos indivíduos com um 
determinado fenótipo, de forma a se poderem associar com a doença [112]. Os GWAS 
estudam essencialmente SNPs, as alterações genéticas mais frequentes que, por 
definição, correspondem à variação de uma única base nucleotídica e ocorrem em mais 
de 1% da população geral [113, 114]. Estas alterações podem estar dispersas ao longo 
de todo o genoma; as que se encontram nos genes, em particular, nas sequências 
codificantes (exões), são mais fáceis de interpretar em termos de potencial patogénico e 
eventual associação com doenças [113-115].  
O estudo desenvolvido neste trabalho inseriu-se num projeto de investigação em 
curso de correlação entre o fenótipo e o genótipo na progressão da retinopatia diabética. 
Este estudo envolveu a genotipagem de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms) em 
11 genes candidatos que foram identificados, com base na literatura, como 
potencialmente envolvidos no desenvolvimento e progressão da RD. A população sob 
estudo englobou um total de 307 diabéticos do tipo 2 com RD e classificados em 3 
fenótipos distintos: A - indivíduos com RD não progressiva (grupo controlo), B - 
indivíduos com RD intermédia entre os fenótipos A e C, e C - indivíduos com RD 
agressiva e de progressão rápida.  
Com este estudo pretendeu-se identificar alelos de risco, ou seja, alelos que 
ocorrem com maior frequência nos doentes com fenótipo agressivo (fenótipo C) do que 
no do grupo controlo (fenótipo A), de modo a caracterizar geneticamente o fenótipo 
agressivo. A identificação destes marcadores genéticos poderá contribuir para delinear 
os diabéticos com suscetibilidade genética para o desenvolvimento de RD agressiva e de 
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progressão rápida, ou seja, aqueles que necessitam de um acompanhamento clínico mais 
“apertado”. A identificação destes fatores de risco poderá ainda contribuir para o 
desenvolvimento de novos alvos terapêuticos.  
 
1.4.1. Trabalho preliminar 
 
 No início foi feita uma seleção de SNPs potencialmente patogénicos nos genes 
candidatos. Essa seleção foi realizada de forma manual através de uma pesquisa em 
bases de dados internacionais, fidedignas, e posteriormente com o auxílio de 
ferramentas bioinformáticas. Seguidamente alguns SNPs identificados foram 
genotipados pelo sistema de genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
.  
 
1.4.1.1. Seleção de SNPs 
 
Para efetuar o presente estudo foi necessário selecionar um conjunto de SNPs 
nos 11 genes descritos. Em média, foram obtidas aproximadamente 1.500 alterações 
(SNPs) por gene, cerca de 16.500 SNPs disponíveis para análise nos 11 genes. 
Atendendo a que o número total de indivíduos é 307, poderíamos chegar a um número 
total de 5.065.500 genotipagens. Um estudo desta dimensão é incomportável a vários 
níveis, nomeadamente recursos humanos, monetários e tempo. Assim, a seleção dos 
SNPs para o estudo, com maior potencial patogénico foi efetuada com várias 
metodologias. Inicialmente essa seleção ocorreu manualmente com a utilização do 
Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org) que é uma base de dados com diversa 
informação associada a genomas. Foram utilizados vários critérios nessa seleção como a 
frequência nos SNPs em estudos na população europeia, a localização no gene ou a sua 
associação já descrita com algumas doenças, entre outros. De forma a complementar o 
método manual foram utilizadas duas ferramentas bioinformáticas com o intuito de 
reduzir drasticamente o número de alterações a estudar: o ANNOVAR (Annotate 
Variation) e o SYSNPs (Select Your SNPs).  
O ANNOVAR é um software de anotação e prioritização de variantes genéticas 
a partir de grandes quantidades de dados sequenciados [116, 117]. Para iniciar este 
software é realizada uma automação do processo de redução de variantes que filtra 
então as alterações com maior probabilidade de estarem associadas com doenças [118]. 
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O ANNOVAR gera informação relativa às variantes genéticas baseada em diferentes 
sistemas e da seguinte forma sequencial: 1 – identificação da posição de SNPs no gene e 
anotação da alteração, identificando se os SNPS estão em regiões codificantes 
(exónicas), causam alteração da proteína e que aminoácidos são afetados, e de anotação 
com base em regiões, que identifica variações em regiões genómicas específicas como, 
por exemplo, regiões de splicing; 2 – remoção de alterações sinónimas, ou seja, que 
correspondem ao mesmo aminoácido não provocando alterações na funcionalidade 
normal das proteínas, e 3 – identificação de variantes em regiões genómicas que são 
anotadas como elementos conservados, por alinhamento de sequências de bases de 
dados [116, 117, 119]. Este alinhamento envolve os genomas de 44 espécies diferentes 
e essas regiões representam elementos com maior potencial em termos funcionais, 
sendo aplicados neste passo os programas SIFT (Sorting Intolerant From Tolerant) e 
PolyPhen (Polymorphism Phenotyping) que classificam as alterações em diferentes 
graus de patogenicidade (benigno, tolerante, entre outros) [116, 117, 119]. O passo 4 
corresponde à remoção de variantes em regiões de duplicação e os passos 5 e 6 dizem 
respeito à anotação com base em filtros que possibilitam a remoção de alterações menos 
prováveis de causar doenças, por serem relativamente comuns e de SNPs não sinónimos 
(nsSNPs, SNPs localizados numa região codificante que resultam na substituição de um 
aminoácido por outro), que estão presentes no Projeto dos 1000 genomas (“1000 
Genome Project”) de acordo com a população em estudo (população europeia 
identificada com as siglas “EUR” ou “CEU”) (passo 5) e nas bases de dados de SNPs 
(dbSNP) (passo 6) [115-117, 119]. A filtragem é terminada após o sumário das 
variantes obtidas, ou seja, uma análise às restantes variações como forma de eliminar 
mais alguma. Desta forma, através deste software foi possível obter em poucos minutos, 
um reduzido número de SNPs com maior potencial patogénico partindo de milhares 
[118]. 
A seleção dos SNPs, realizada pelo software ANNOVAR, foi ainda 
complementada com outros programas, nomeadamente o SIFT e o PolyPhen. O SIFT 
utiliza a homologia das sequências de proteínas para prever quando a substituição de um 
aminoácido afeta a função da proteína [115, 119]. O PolyPhen é um software dedicado 
à anotação automática de nsSNPs, que tem a capacidade de avaliar e explicar o efeito de 
um nsSNP na função e estrutura da proteína humana envolvida, através da combinação 
das características da sequência de aminoácidos, alinhamentos múltiplos com proteínas 
homólogas e parâmetros estruturais [115]. A associação destes programas ao 
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ANNOVAR permite uma pesquisa ainda mais restrita, aumentado o potencial 
patogénico dos SNPs selecionados.  
O SYSNPs possibilita a seleção de tag-SNPs, ou seja, SNPs que ao serem 
analisados fornecem informação sobre outros SNPs (tagged-SNPs) [120]. O software 
identifica subconjuntos de SNPs que estão em associação (linkage), uma lógica que 
assenta no princípio de que SNPs próximos são herdados em bloco (linkage 
disequilibrium (LD)) [121]. Os subconjuntos de SNPs contêm a mesma informação que 
o tag-SNP que os representa [121]. O SYSNPs é, portanto, utilizado para filtrar SNPs 
que representam outros, realizando uma pesquisa independente e diferente da dos 
softwares ANNOVAR, SIFT e PolyPhen. 
Em resumo, manualmente foram selecionados 51 SNPs que foram analisados 
numa primeira fase. O software ANNOVAR (SIFT e PolyPhen) permitiu a identificação 
de mais 52 SNPs e o SYSNPs de 56 tag-SNPs (que representam mais 123 tagged-
SNPs). Adicionalmente, 19 tagged-SNPs (associados a alguns dos 56 tag-SNPs) foram 
selecionados com o objetivo de validar o SYSNPs. No total obtiveram-se 127 
(52+56+19) SNPs que foram genotipados, numa 2ª fase, nos 307 doentes. De todos os 
SNPs selecionados (178=51+52+56+19) nos 11 genes, foram genotipados com sucesso 
172 (Tabela 1.2). Ainda foram selecionados mais 28 SNPs pelas ferramentas 
bioinformáticas, que ficaram por genotipar nestas fases. 
 
Tabela 1.2: Distribuição por gene do número de SNPs selecionados pelos métodos manual, ANNOVAR 
(SIFT e PolyPhen) e SYSNPs. 
 
Gene 
SNPs (nr) 
Genotipados com sucesso Não genotipados 
ACE 32 5 
AGER 13 0 
AKR1B1 9 0 
ICAM1 12 1 
MTHFR 23 4 
NOS1 24 4 
NOS3 14 3 
PPARGC1A 23 2 
TGF-β1 4 9 
TNF 6 0 
VEGF-α 12 0 
Total 172 28 
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1.4.2. Genotipagem de SNPs  
 
Os SNPs selecionados foram genotipados no conjunto dos 307 indivíduos. Para 
tal, foi utilizada uma tecnologia específica que se baseia em reações de polimerização 
em cadeia (PCR): o sistema de genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
. As reações de PCR 
foram realizadas em aparelhos em tempo real que possuem vantagens em relação à PCR 
“convencional”, nomeadamente: rapidez na obtenção de resultados, facilidade na sua 
interpretação, maior sensibilidade e precisão e menor risco de contaminação [122].  
O sistema de genotipagem TaqMan
® 
OpenArray
® 
permite a análise de centenas 
de SNPs em milhares de amostras e é ideal para a validação de estudos de associação de 
genes a doenças complexas e de outros que requerem um grande número de amostras 
[123, 124]. Estes ensaios de genotipagem envolvem duas sondas TaqMan
®
, marcadas 
com fluoróforos diferentes (fluoróforo VIC
® 
e FAM
TM), específicas para cada um dos 
alelos do SNP alvo e ainda um conjunto de primers para a reação de PCR [113, 123]. 
Para além do fluoróforo (também designado por reporter) localizado no terminal 5’ das 
sondas, existe uma molécula, quencher, não fluorescente no terminal 3’ e ainda a 
molécula MGB (Minor Groove Binder) associada a este que se liga ao sulco menor da 
dupla hélice do DNA [125-128]. 
Durante a reação da PCR, ocorre hibridização específica das sondas, entre os 
primers, com a sequência complementar do DNA alvo (match) [123]. Na etapa de 
extensão, a DNA polimerase cliva esta sonda (atividade de exonuclease 5’), dá-se a 
separação das moléculas reporter e quencher e emissão de fluorescência (transferência 
de energia de ressonância por fluorescência – FRET), de acordo com os alelos presentes 
na amostra (Figura 1.15) [123, 129].  
 
Figura 1.15: Ensaio de genotipagem TaqMan
®
. Resultados da hibridização perfeita (match) (emissão de 
fluorescência) e não perfeita (mismatch) (não emissão de fluorescência) entre a sequência de DNA alvo e 
as sondas TaqMan
®
. Imagem adaptada da referência 123.  
30 
 
Nos casos em que a sonda não é complementar ao alvo, o mismatch entre a 
sonda e o SNP diminui a eficiência de hibridização e a DNA polimerase tem a 
capacidade de afastar a sonda mismatch em vez de a clivar [123, 129].  
As reações efetuam-se em placas de genotipagem que existem em diferentes 
formatos. No estudo referido utilizaram-se dois formatos: placas para 64 e 128 ensaios, 
onde se genotiparam 51 SNPs (1.º array) e 127 SNPs (2.º array), respetivamente. Por 
esta técnica foram então genotipados um total de 178 SNPs, 172 dos quais com sucesso.  
Os resultados são observados num gráfico de dispersão cujos diferentes alelos 
são representados por clusters distribuídos no gráfico, de acordo com a intensidade da 
fluorescência [123].  
Este sistema possui uma série de vantagens como: rapidez, simplificação do 
procedimento, diminuição dos custos por genótipo e reprodutibilidade dos ensaios [113, 
124]. Contudo, também apresenta algumas desvantagens como a impossibilidade de 
desenhar este tipo de ensaios em zonas com elevada homologia para outras do mesmo 
genoma, zonas altamente repetitivas ou polimórficas [130]. 
 
1.4.2.1. Resultados (Openarray) 
 
Os genótipos identificados para os diferentes SNPs pelo sistema TaqMan
® 
OpenArray
® 
foram analisados, em termos de distribuição, para os diferentes fenótipos, 
tendo como referência o fenótipo A (indivíduos com RD não progressiva), usando o 
teste de Pearson ou o de Fisher. Diferenças estatisticamente significativas entre o 
fenótipo A e os B e/ou C foram encontradas para SNPs nos genes ACE, AGER, 
MTHFR e NOS1. 
 
1.4.3. Trabalho presente 
 
O trabalho desenvolvido e descrito nas secções seguintes incidiu no estudo de 
algumas das 28 alterações identificadas como potencialmente interessantes mas que não 
foram genotipadas pelo sistema TaqMan
® 
OpenArray
® 
devido à incapacidade de 
desenhar ensaios para estes SNPs, pois situavam-se em zonas complexas, ou seja, zonas 
muitas vezes com a repetição do mesmo nucleótido, consecutivamente. Para tal, foram 
selecionadas as alterações nos genes ACE, MTHFR e NOS, associados à progressão da 
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RD e estabelecidos os ensaios de genotipagem com a técnica Allele-Specific PCR (AS-
PCR) com deteção por desnaturação de alta resolução (MeltDoctor). O gene AGER foi 
excluído, porque todos os SNPs selecionados já tinham sido genotipados anteriormente 
(Tabela 1.2). As alterações foram genotipadas nos 307 doentes e confirmadas por 
sequenciação de Sanger. 
 
 
1.5. Objetivos 
 
O principal objetivo deste estudo foi encontrar perfis genéticos associados ao 
desenvolvimento do fenótipo agressivo da RD, isto é, identificar quais os genótipos, e 
quais os genes, que estão associados com uma evolução rápida e agressiva da RD em 
indivíduos com DM do tipo 2. A caracterização genética deste fenótipo possibilita o 
desenvolvimento de testes que permitam determinar se o doente tem uma 
suscetibilidade genética que potencie o desenvolvimento de tal fenótipo, permitindo um 
seguimento clínico com vista à identificação precoce das características associadas ao 
fenótipo e intervenção atempada. Pretendeu-se compreender ainda melhor os 
mecanismos genéticos/moleculares envolvidos na doença que podem servir de base para 
a criação de novos métodos de diagnóstico, prognóstico e terapêuticos. Desta forma, os 
objetivos específicos deste trabalho são: 
1. Selecionar os SNPS mais informativos de entre os 28 SNPS não genotipados 
pela tecnologia TaqMan
®
 OpenArray
®
.  
2. Otimizar a técnica Allele-Specific PCR por MeltDoctor numa plataforma de 
PCR em tempo real para cada um dos SNPs selecionados. 
3. Genotipar com esta abordagem os 307 indivíduos em estudo. 
4. Analisar a associação destes SNPs à progressão da retinopatia diabética. 
 
 
 
  
 
Capítulo 2 
 
Materiais e Métodos 
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2.1. Indivíduos selecionados para estudo 
 
Um grupo de 307 indivíduos com diabetes do tipo 2 e RD foi selecionado de 
entre os doentes das consultas de acompanhamento oftalmológico no AIBILI 
(Associação para Investigação Biomédica e Inovação em Luz e Imagem), localizado em 
Coimbra. A população foi clinicamente caracterizada para o tipo de RD e dividida em 3 
grupos: fenótipo A, B e C (Tabela 2.1). O fenótipo A compreendeu 79 diabéticos com 
RD latente, ou seja, não progressiva (grupo controlo). Do fenótipo B fizeram parte 79 
diabéticos com RD numa fase intermédia entre os fenótipos A e C. Por último, o 
fenótipo C compreendeu 149 diabéticos com RD agressiva, que evolui rapidamente e 
pode ter consequências irreversíveis para a visão. 
 
Tabela 2.1: Representação do número de indivíduos em estudo de acordo com os fenótipos A, B e C para 
as seguintes características: Olho (“OD” - olho direito / “OS” - olho esquerdo), Situação ocular (“CSME” 
- apresenta edema macular clinicamente significativo / “non-CSME” – não apresenta edema macular e “ / 
” – sem dados) e Sexo (“Feminino” / “Masculino”). Os dados relativos à idade correspondem à idade do 
indivíduo mais novo (“Mínimo”) e à idade do indivíduo mais velho (“Máximo”) presente no estudo. 
Média±DP: média com desvio padrão (DP).  
 
Fenótipo A B C 
Total 
(nº indivíduos e %) 
Características 79 79 149 307 
Olho 
OD 43 43 78 164 (53,4%) 
OS 36 36 71 143 (46,6%) 
Situação ocular 
CSME 2 4 23 29 (9,4%) 
non-CSME 77 75 122 274 (89,3%) 
/ 0 0 4 4 (1,3%) 
Sexo 
Feminino 43 22 52 117 (38,1%) 
Masculino 36 57 97 190 (61,9%) 
Idade 
Mínimo 43 41 40 média±DP= 
60.7± 8.2 Máximo 78 75 78 
Diabetes 
Duração 
(em anos) 
Min-máx: 1-21 
média±DP: 10.0 ±5.1 
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2.2. Extração do DNA genómico 
 
A extração do DNA genómico a partir das amostras de sangue periférico foi 
realizada com o kit “DNeasy® Blood & Tissue” da Qiagen® [131], com algumas 
alterações em relação ao procedimento indicado no protocolo. Estas alterações 
consistiram: no passo 1, adição de 300µL de sangue a 60µL de proteinase K e ajuste do 
volume para 660µL com 300µL de PBS 1X; no passo 2, adição de 600µL de tampão de 
lise (AL) e incubação das amostras durante 1h a 56ºC; no passo 3, adição de 600µL de 
etanol absoluto após a incubação; no passo 6, realização de uma centrifugação 
adicional, durante 3 minutos à velocidade máxima, antes da eluição do DNA e, por 
último, no passo 7, eluição do DNA com 50µL de tampão de eluição (AE) [131]. 
 
2.2.1. Quantificação e avaliação da qualidade do DNA 
 
 Após realização da extração do DNA procedeu-se à quantificação do DNA das 
amostras por dois métodos: espectrofotometria (avalia a quantidade e qualidade de 
ácidos nucleicos) e fluorimetria (avalia a quantidade de DNA de cadeia dupla). 
 
2.2.1.1. Quantificação e determinação do grau de pureza por 
espectrofotometria 
 
A quantificação e determinação do grau de pureza por espectrofotometria foram 
realizadas com o aparelho “NanoDrop® ND-1000 Spectrophotometer” (NanoDrop 
Technologies, Wilmington-EUA).  
Para determinar a concentração de ácidos nucleicos, quer de cadeia simples 
como dupla, esta técnica baseia-se na determinação da absorvância a 260 nanómetros 
(nm) (pico máximo de absorvância de ácidos nucleicos). A concentração de DNA foi 
determinada recorrendo à seguinte fórmula: [DNA] (ng/μL) = A260 x 50ug/mL x fator 
de diluição, em que A260 representa a absorvância a 260nm [131].  
Esta técnica permite avaliar também o grau de pureza da amostra, através do 
cálculo do rácio entre o valor da leitura da absorvância a 260nm sobre o valor obtido a 
280nm e a 230nm. 
 
37 
 
2.2.1.2. Quantificação por fluorimetria 
 
A quantificação por fluorimetria foi efetuada com o kit “Quant-iTTM PicoGreen® 
dsDNA Assay kit” (Invitrogen, Oregon-EUA) com o fluorímetro “Molecular Devices 
SpectraMaxGemini EM Microplate Reader” (Molecular Devices, Sunnyvale-EUA). 
Este ensaio utiliza uma sonda fluorescente ultrassensível que se liga apenas a DNA de 
cadeia dupla [132]. Este método de quantificação foi utilizado para contornar as 
desvantagens do método anterior, sendo realizado apenas em amostras que 
apresentavam uma concentração e grau de pureza considerados aceitáveis pelo método 
de espectrofotometria.  
 
2.2.2. Parâmetros de qualidade das amostras  
 
De forma a garantir a posterior qualidade dos resultados de genotipagem, foram 
estabelecidos dois critérios de elegibilidade das amostras para análise: a concentração 
de DNA deve ser igual ou superior a 10ng/µL, pela técnica de fluorimetria, e as razões 
260/280 e 260/230, por espectrofotometria, devem ser iguais ou superiores a 1,8. 
Para as amostras com razões de absorvância, 260/280 e 260/230, inferiores a 1,7 
foi efetuada uma purificação por precipitação com isopropanol; de acordo, com o 
seguinte protocolo: adição de 10 volumes de isopropanol à amostra e agitação por 
inversão; incubação a 37ºC durante 5 minutos; centrifugação à velocidade máxima 
durante 15 minutos e rejeição do sobrenadante; lavagem do precipitado duas vezes com 
500µL de etanol frio a 75%; centrifugação durante 15 minutos à velocidade máxima; 
secagem total do pellet (mínimo 20 minutos), e ressuspensão do DNA em 20µL de água 
Milli-Q ou tampão de eluição.  
 
 
2.3. Método de genotipagem  
 
Allele-specific PCR com MeltDoctor por PCR em tempo real 
 
O AS-PCR, também denominado “Mismatch Amplification Mutation Assay ou 
Melt-MAMA”, caracteriza-se por uma alteração da PCR convencional, nomeadamente 
no que diz respeito ao desenho dos primers que funcionam como um género de sonda 
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na genotipagem dos SNPs [133, 134]. Assim, a técnica AS-PCR baseia-se na utilização 
de uma master mix (Meltdoctor), o método químico de deteção e apenas é necessário 
desenhar primers específicos, ou seja, que contêm no terminal 3’ o nucleótido que vai 
hibridizar com os alelos do SNP sob estudo [135]. É também desenhado um outro 
primer comum aos primers específicos que atua em conjunto com estes na amplificação 
do molde de DNA [135]. O aumento da especificidade dos primers dá-se pela 
substituição de um nucleótido na penúltima ou antepenúltima base, originando um 
mismatch e pela introdução de uma cauda GC num dos primers específicos [135-137]. 
Os ensaios de genotipagem podem-se realizar num único tubo/poço de reação de PCR 
[137]. A ocorrência de amplificação é comprovada pela emissão de fluorescência pelas 
moléculas de “Meltdoctor” sendo o resultado representado em curvas de dissociação e 
identificado pela Tm (Temperatura de melting) do produto [137, 138]. 
 
2.3.1. Desenho de primers 
 
Para o desenho dos primers começou por se obter as sequências dos genes em 
estudo a partir do Ensembl Genome Browser (www.ensembl.org). Os primers foram 
desenhados com auxílio do programa “Oligo Explorer 1.2”, sendo também utilizado o 
“Oligo Analyser 1.2” que determina as propriedades dos primers (sequência, 
comprimento desta e valores de: Tm, % GC e dG). Os primers específicos foram 
desenhados de modo a conter na extremidade 3’ o nucleótido que hibridiza com cada 
um dos alelos do SNP em estudo (esses nucleótidos encontram-se a vermelho na Tabela 
2.2). Assim, para a genotipagem de cada SNP, foram desenhados 2 primers específicos 
(forward para os SNPs dos genes ACE e NOS1 e reverse no caso do SNP do gene 
MTHFR) e um primer comum que irá funcionar com esses específicos (reverse no caso 
dos SNPs dos genes ACE e NOS1 e forward no caso do SNP do gene MTHFR) (Tabela 
2.2) [134]. De modo a aumentar a especificidade dos primers foram feitas substituições 
de nucleótidos na penúltima ou antepenúltima base da extremidade 3’ dos primers 
específicos, originando um mismatch (Figura 2.1), ou seja, se a cadeia molde tinha um 
A ou um T este foi substituído por um C ou G e vice-versa [133, 135, 136]. O mismatch 
foi introduzido em diferentes posições dos primers, para diferentes SNPs, porque não 
sendo a literatura concordante na melhor posição do mismatch e visto que em 
determinada posição houve inespecificidade para alguns SNPs, foi decidido testar e 
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avaliar qual a melhor opção (explicação pormenorizada de cada SNP no Anexo IV –
Otimização da técnica AS-PCR). Os nucleótidos substituídos na penúltima e 
antepenúltima base do terminal 3’ dos primers encontram-se assinalados a azul e verde, 
respetivamente, na Tabela 2.2. A eficiência de extensão da Taq polymerase é diminuída, 
devido ao mismatch, entre 15% a 50% por ciclo ocorrendo uma baixa eficiência dos 
primers que possuem, simultaneamente, o mismatch na penúltima ou antepenúltima 
base e ainda a última base não complementar à sequência do DNA molde (“2.º 
mismatch”) [133]. 
 
Tabela 2.2: Pares de primers (F = forward e R = reverse) utilizados para a genotipagem dos SNPs em 
estudo pela técnica Allele-specific PCR. Temperatura de melting (Tm) para cada primer e para cada 
amplicão e respetivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com cauda GC estão 
indicada(o)s. Cauda GC encontra-se representada por letras minúsculas. Nucleótidos a vermelho – 
específicos para os alelos sob estudo, nucleótidos a azul – mismatch na penúltima base e nucleótidos a 
verde – mismatch na antepenúltima base. 
 
Gene ID SNP Sequência de primers 
Tm 
Tm 
amplicão Tamanho 
amplicões 
(ºC) 
NOS1 
rs77074921 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGATGGAATAGTAACG-3' 62 87 
142/157 pb F 5'-GGAGCTGATGGAATAGTATCA-3' 60 84 
R 5'-GCAGGAGTACGAGGAATGGA-3' 62 - 
rs76839820 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcAAGGTGGTCTCCAGGTACG-3' 60 84 
89/104 pb F 5'-AAGGTGGTCTCCAGGTTCA-3' 58 80 
R 5'-GAGGTACTCAGAGGCATTG-3' 58 - 
MTHFR rs72552099 
F 5'-CCAGCATCACTCACTTTGTGA-3' 62 - 
93/108 pb R 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGACCAGTGAAGAGC-3' 64 82 
R 5'-GGAGCTGACCAGTGAAGACA-3' 62 78 
ACE 
rs8075924 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcGAATCATGGAGGCAGACTTTC-3' 62 83 
125/140 pb F 5'-GAATCATGGAGGCAGACTTAT-3' 60 80 
R 5'-ACATCTTCACATGGTGGCAG-3' 60 - 
rs4357 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcCGCAGGAGAATGGGGTGTC-3' 62 85 
135/149 pb F 5'-ACGCAGGAGAATGGGGTACT-3' 62 82 
R 5'-CTGGTACTTCAGCCTGTCGA-3' 62 - 
 
Uma cauda de 15 GC foi adicionada na extremidade 5’ do primer específico 
com Tm superior (sempre que havia diferença entre as Tm, pois caso contrário o primer 
era escolhido ao acaso), de modo a que a amplificação de cada um dos alelos sob estudo 
gere curvas de melting com picos a diferentes Tm para serem discriminados. A Tm é a 
temperatura à qual metade das cadeias de DNA se encontram desnaturadas [139]. As 
bases GC foram distribuídas na cauda de forma aleatória, tentando colocar igual 
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percentagem de resíduos G e C. A diferença do número de nucleótidos na cauda para os 
diferentes SNPs, neste caso 20 bases apenas para um primer específico (rs77074921) e 
15 bases para os restantes SNPs, deve-se ao facto de que a diferença entre as Tm dos 
fragmentos gerados para cada um dos alelos do SNP sob estudo necessita de ser igual 
ou superior a 3ºC para facilitar a interpretação dos resultados [133, 138]. A Tm dos 
fragmentos compreendidos entre cada primer forward e respetivo reverse foi estimada 
com o programa “BioMath Calculators” acedido pelo link: 
http://www.promega.com/techserv/tools/biomath/calc11.htm. 
 
Figura 2.1: Representação esquemática da técnica Melt-MAMA. A) Primers específicos para cada um 
dos dois alelos (A e G) do SNP e primer comum para amplificação do molde. Cauda GC no terminal 5’ 
de um dos primers específicos para diferenciação do(s) amplicões gerados, através da(s) temperatura(s) 
de melting (Tm) obtida(s). B) Imagem mais ampliada dos primers específicos com mismatch na 
antepenúltima base do terminal 3’ e cauda de resíduos GC no terminal 5’ de um dos primers. Imagem 
retirada da referência 134. 
 
Os primers foram desenhados tendo em conta ainda as seguintes características: 
comprimento de aproximadamente 20 nucleótidos; 30-80% em conteúdo GC; evitar 
nucleótidos idênticos em posições consecutivas; inexistência de outros SNPs na zona de 
hibridização dos primers; dG > –6 Kcal/mol, dG = energia livre de Gibbs, energia de 
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ligação dos duplexes resultantes da dimerização dos primers (forward-forward, 
forward-reverse e reverse-reverse) que mede, portanto, a estabilidade dessas ligações 
que é dependente do conteúdo em GC [140, 141]; Tm entre 58ºC e 62ºC, sendo a Tm 
ótima de 60ºC e Ta (temperatura de annealing – temperatura de hibridização dos 
primers ao DNA) de 60ºC (programa standard); Tm entre primers específicos para cada 
SNP com diferença máxima de 2ºC; comprimento do amplicão entre 50 a 250 pares de 
bases, sendo o ideal entre 100 e 150bp, e diferença de Tm entre amplicões maior ou 
igual que 3ºC.  
 
2.3.2. Condições experimentais e análise dos resultados 
 
As reações de PCR, para genotipagem dos SNPs sob estudo, foram realizadas 
com ambos os primers específicos e o primer comum no mesmo poço de reação. Para 
além dos primers e do DNA, foi utilizada a mix “MeltDoctorTM HRM Master Mix”, da 
Applied Biosystems (Foster city-EUA), que contém os restantes reagentes necessários à 
PCR: cloreto de magnésio, dNTPs, “AmpliTaq Gold®360 DNA Polymerase” 2X 
concentrada e “MeltDoctorTM HRM Dye”, uma forma estabilizada da molécula 
fluorescente “SYTO® 9” que se intercala nos ácidos nucleicos [142-144]. Esta master 
mix é geralmente utilizada para análises de melting de elevada resolução pelo que foi 
selecionada para a realização deste trabalho [143, 144].  
As reações e condições para genotipagem dos SNPs foram otimizadas 
individualmente, de acordo com o descrito em detalhe no Anexo IV – Otimização da 
técnica AS-PCR. As condições finais das reações de genotipagem para cada um dos 
SNPs, num volume final de 10µL, encontram-se descritas na Tabela 2.3.  
Os controlos negativos consistiram nas reações anteriores sem DNA genómico. 
Como controlos positivos foram desenhadas e encomendadas sequências de DNA 
correspondentes aos moldes esperados (Tabela 2.4).  
Os controlos positivos para os genótipos heterozigóticos foram gerados pela 
adição, numa proporção de 1:1, dos fragmentos correspondentes a cada um dos alelos 
alternativos do SNP (Tabela 2.4). 
Para realizar as reações de PCR foi utilizado o aparelho “7500 Fast Real-Time 
PCR System” da Applied Biosystems, com o programa “7500 Software v2.0”. O 
programa de PCR foi o seguinte: desnaturação inicial a 95ºC durante 10 minutos, 
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seguida de 40 ciclos de desnaturação a 95ºC durante 15 segundos e extensão a 60ºC 
durante 1 min. Para as curvas de melting: desnaturação a 95ºC durante 15 segundos, 
extensão a 60ºC durante 1 minuto, “High resolution melting” a 95ºC durante 30 
segundos e, por fim, extensão a 60ºC durante 15 segundos. 
Os resultados obtidos foram analisados com o programa “HRM Analysis 
Software v2.0.1, HRM Life Tech”, da Appied Biosystems [144]. Os resultados da 
amplificação do fragmento de DNA sob estudo, que engloba o SNP alvo, são 
representados pelas curvas de melting que apresentam diferentes Tm de acordo com os 
alelos presentes na amostra. Se o DNA for heterozigótico para o SNP em análise, o 
resultado da genotipagem é apresentado em duas curvas com diferentes Tm  (Figura 2.2, 
a) [138]. Nos casos de homozigotias, aparece apenas uma curva cuja Tm indica quais os 
alelos presentes na amostra (Figura 2.2, b) [138]. 
 
 
Tabela 2.3: Concentrações finais dos reagentes (primers, DNA e master mix) utilizados nas reações de 
genotipagem de cada um dos SNPs (ID SNP).  
 
Gene ID SNP Sequência de primers 
Concentração final 
Primers 
(μM) 
DNA 
(ng/μL) 
MeltDoctor 
NOS1 
rs77074921 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGATGGAATAGTAACG-3' 0,10 
1 
1X 
F 5'-GGAGCTGATGGAATAGTATCA-3' 0,10 
R 5'-GCAGGAGTACGAGGAATGGA-3' 0,20 
rs76839820 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcAAGGTGGTCTCCAGGTACG-3' 0,20 
0,6 F 5'-AAGGTGGTCTCCAGGTTCA-3' 0,20 
R 5'-GAGGTACTCAGAGGCATTG-3' 0,30 
MTHFR rs72552099 
F 5'-CCAGCATCACTCACTTTGTGA-3' 0,20 
1 R 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGACCAGTGAAGAGC-3' 0,10 
R 5'-GGAGCTGACCAGTGAAGACA-3' 0,15 
ACE 
rs8075924 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcGAATCATGGAGGCAGACTTTC-3' 0,20 
1 F 5'-GAATCATGGAGGCAGACTTAT-3' 0,10 
R 5'-ACATCTTCACATGGTGGCAG -3' 0,20 
rs4357 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcCGCAGGAGAATGGGGTGTC-3' 0,10 
1 F 5'-ACGCAGGAGAATGGGGTACT-3' 0,10 
R 5'-CTGGTACTTCAGCCTGTCGA-3' 0,20 
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Tabela 2.4: Sequências de DNA utilizadas como controlos positivos das reações de genotipagem. As 
sequências representam cada um dos alelos esperados para cada SNP em estudo. O tamanho do amplicão 
está indicado em pares de bases (pb). Nucleótidos a vermelho: possíveis alelos para cada SNP. 
 
Gene ID SNP Sequência dos fragmentos 
Tamanho 
amplicão 
NOS1 
rs77074921 
5’-CTTCATCAGGGTACATGTCTGGGGAGGAGCTGATGGAA 
TAGTAGCGGGGCTGCAGCAGGGACAGCTGGGTCAGGAGC
AGGGTGGCCGGCATCTGGATAGATGGGAACTCCTCCAGC
ACCTCCACGATGGTGGGGTTCTTGCCCCATTTCCATTCCTC
GTACTCCTGCAAACCCTGTGCCAAGGAGATGGACA-3’ 
192 pb 
5’-CTTCATCAGGGTACATGTCTGGGGAGGAGCTGATGGAA 
TAGTAGCAGGGCTGCAGCAGGGACAGCTGGGTCAGGAGC
AGGGTGGCCGGCATCTGGATAGATGGGAACTCCTCCAGC
ACCTCCACGATGGTGGGGTTCTTGCCCCATTTCCATTCCTC
GTACTCCTGCAAACCCTGTGCCAAGGAGATGGACA-3’ 
192 pb 
rs76839820 
5’-GGTCTTGGGGGTCCCATCACCTGTAAAGGTGGTCTCCA 
GGTGCGTGGTGAAACCTTCAGGGCCCCTCAGAATGAGGA
CCACGTGGGTCTCAGAGGCAATGCCTCTGAGTACCTCCAG
GGCGCTGTCATAGCTCAGGTCC-3’ 
139 pb 
5’-GGTCTTGGGGGTCCCATCACCTGTAAAGGTGGTCTCCA 
GGTGCATGGTGAAACCTTCAGGGCCCCTCAGAATGAGGA
CCACGTGGGTCTCAGAGGCAATGCCTCTGAGTACCTCCAG
GGCGCTGTCATAGCTCAGGTCC-3’ 
139 pb 
MTHFR rs72552099 
5’-CCAGCATCACTCACTTTGTGACCATTCCGGTTTGGTTCT 
CCCGAGAGGTAAAGAACGAAGACTTCAAAGACACTTTCTT
CACTGGTCAGCTCC-3’ 
93 pb 
5’-CCAGCATCACTCACTTTGTGACCATTCCGGTTTGGTTCT 
CCCGAGAGGTAAAGAACGAAGACTTCAAAGACACGTTCT
TCACTGGTCAGCTCC-3’ 
93 pb 
ACE 
rs8075924 
 
5’-GTGTTAGAGGAGAGGTGGGCGTGTTGAATCATGGAGGC 
AGACTTCCCCTTTGCCGTTCTCGTGATAGTGACTGAGTTCT
CAGGATCTGGTTGTTTAAAAGTGTGTAGCGCCTCCCCCTT
CTCTCTCTCTCCTGCCACCATGTGAAGATGTGCCTGCTTCC
CTTTCGCCTTCCACC-3’ 
176 pb 
5’-GTGTTAGAGGAGAGGTGGGCGTGTTGAATCATGGAGGC 
AGACTTCTCCTTTGCCGTTCTCGTGATAGTGACTGAGTTCT
CAGGATCTGGTTGTTTAAAAGTGTGTAGCGCCTCCCCCTT
CTCTCTCTCTCCTGCCACCATGTGAAGATGTGCCTGCTTCC
CTTTCGCCTTCCACC-3’ 
176 pb 
rs4357 
5’-GGTGATTGTGCACAGAGGCCCAGCACGCAGGAGAATG 
GGGTGCCCAGTATAGCCCCAAGTGCAGGGACCCTCCCTCA
AGTCAAAAATGCCACCCCCAGCCTGGTTCTCCCCAAACTC
ATCTTCCAACATATATTCCCACTCGACAGGCTGAAGTACC
AGGGCCTCTGCCCCCCAGTGCCCAGGA-3’ 
184 pb 
5’-GGTGATTGTGCACAGAGGCCCAGCACGCAGGAGAATG 
GGGTGCTCAGTATAGCCCCAAGTGCAGGGACCCTCCCTCA
AGTCAAAAATGCCACCCCCAGCCTGGTTCTCCCCAAACTC
ATCTTCCAACATATATTCCCACTCGACAGGCTGAAGTACC
AGGGCCTCTGCCCCCCAGTGCCCAGGA-3’ 
184 pb 
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Figura 2.2: Curvas das derivadas de melting. a - Curva específica para o genótipo GT (Tm=79ºC e 
82,5ºC). b - Sobreposição das curvas específicas para o genótipo TT (Tm=79ºC) e GG (Tm=82,5ºC). 
Controlo negativo representado por “c-”.  
 
 
 
2.4. Sequenciação de Sanger 
 
Para comprovar os resultados obtidos pela técnica de AS-PCR, algumas 
amostras de DNA foram sequenciadas pelo método de Sanger utilizando o sequenciador 
“3500 Genetic Analyzer” da Applied Biosystems, HITACHI. 
 
2.4.1. Amplificação do DNA por PCR para sequenciação 
 
Fragmentos específicos do DNA genómico, englobando os SNPs alvo, foram 
amplificados por PCR no termociclador “DNA Thermal Cycler” (Bio-Rad, EUA), 
utilizando os primers da Tabela 2.5. As PCRs foram realizadas, num volume total de 
25μL, com: 25ng de DNA genómico, 1X “Advantage SA Buffer”, 1X “Advantage 2 
Polymerase Mix” (Clontech, Mountain View-EUA), 0,20mM de dNTPs, 0,20µM de 
primer forward e 0,20μM de primer reverse e as condições da PCR foram as seguintes: 
desnaturação inicial a 95ºC durante 5 minutos, seguida por 30 ciclos (rs77074921, 
rs76839820, rs72552099, rs8075924, rs4357) ou 35 ciclos (rs121912703/rs12720744) 
de desnaturação a 95ºC durante 30 segundos, Ta dependente do SNP (consultar Ta na 
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Tabela 2.5) durante 45 segundos e extensão a 68ºC durante 1 minuto, seguidos de 
extensão final a 68ºC durante 10 minutos. Os produtos da PCR (5µL) foram 
posteriormente visualizados por eletroforese em gel de agarose a 1%, corado com 
brometo de etídeo, num transiluminador por iluminação ultravioleta e fotografadas no 
GelDoc (BioRad laboratories, Segrate-Itália). 
 
Tabela 2.5: Pares de primers utilizados nas reações de PCR para amplificação dos fragmentos de DNA 
dos genes indicados para posterior sequenciação. O tamanho do amplicão em pares de bases (pb) e a 
temperatura de annealing (Ta) para cada fragmento estão indicados.  
 
Gene ID SNP Primer forward Primer reverse 
Tamanho 
amplicão 
Ta 
NOS1 
rs77074921 5'-CAGAGCTTGGGTTATCTGAC-3' 5'-GCAGGAGTACGAGGAATGGA-3' 423 pb 60ºC 
rs76839820 5'-GACTCTGGTTGCTTTCTTCG-3' 5'-CTCTCCGTGTAGCCTGAAG-3' 269 pb 60ºC 
MTHFR rs72552099 5'-CAAGTCACCTGGGAGAGAC-3' 5'-CTGAAGGACTACTACCTCTTC-3' 426 pb 62ºC 
ACE 
rs8075924 5'-GGATTGCTCTGCTACTTGTC-3' 5'-CAACCAGATCCTGAGAACTC-3' 556 pb 62ºC 
rs4357 5'-GATGGAAGCATCACCAAGGA-3' 5'-CTGGTACTTCAGCCTGTCGA-3' 253 pb 60ºC 
rs121912703/ 
rs12720744 
5'-CATGTTGAGCTACTTCAAGC-3' 5'-CACCTCAGGAGTGTCTCAG-3' 489 pb 62ºC 
 
2.4.2. Purificação do produto PCR 
 
O produto da PCR (3,5µL) foi purificado utilizando o protocolo de “IlustraTM 
ExoStar”, da Life Sciences, com as seguintes alterações: no passo 2, utilização de 3,5µL 
de produto da PCR; no passo 3, adição de 0,7µL de fosfatase alcalina, e no passo 4, 
adição de 0,7µL da exonuclease [145].  
 
2.4.3. Reações de sequenciação e análise dos resultados 
 
As reações de sequenciação, num volume final de 10µL, compreenderam 4,9µL 
do DNA purificado, 1X “BigDye Terminator v3.1 (Cycle Sequencing Kit, Applied 
Biosystems)”, 1X de “Sequencing Buffer (5X)” e 0,50μM de primer. 
O programa para amplificação do fragmento de DNA a sequenciar correspondeu 
a: desnaturação a 96ºC durante 3minutos, 25 ciclos com desnaturação a 96ºC durante 10 
segundos, annealing cuja temperatura varia consoante o SNP (Tabela 2.5) durante 5 
segundos e extensão a 60ºC durante 4 minutos. Os produtos foram armazenados a 4ºC 
até sequenciação.    
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Os resultados foram visualizados no programa “ContigExpress” (Nova Iorque-
EUA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Capítulo 3 
 
Resultados 
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3.1 Seleção dos SNPs  
 
 No presente trabalho procedeu-se à tentativa de identificação de alelos de risco, 
ou seja, alelos que ocorrem com maior frequência nos doentes com fenótipo agressivo 
(fenótipo C, 149 diabéticos) do que no do grupo controlo (fenótipo A, 79 diabéticos), de 
modo a caracterizar geneticamente o fenótipo agressivo da RD. O fenótipo B (79 
diabéticos), que possuía indivíduos com progressão intermédia da RD, também 
participou neste estudo pois foi necessário combiná-lo com o fenótipo C para uma 
comparação mais real entre os fenótipos de progressão da RD (B e C) e o fenótipo 
controlo (A). Este estudo caso-controlo foi iniciado com a seleção de SNPs em 11 genes 
candidatos referidos na literatura. De forma manual e com o auxílio de ferramentas 
bioinformáticas resultou a seleção de 178 SNPs que foram genotipados pelo sistema de 
genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
 (172 dos quais com sucesso) e mais 28 SNPs que 
não foram possíveis de genotipar por esta técnica. Para ultrapassar as desvantagens do 
sistema TaqMan
®
 OpenArray
®
, foi apontada a técnica de Allele-Specific PCR para 
realizar essa genotipagem. Dos 28 SNPs apenas foram selecionados os que estavam 
presentes nos genes ACE, MTHFR e NOS1 que foram identificados como 
estatisticamente relevantes, no desenvolvimento da RD, pela análise dos resultados do 
sistema de genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
. A seleção dos SNPs foi feita com base 
no Ensembl Genome Browser atendendo aos seguintes critérios: 1) estado de validação 
do SNP, isto é, se este foi submetido no browser por uma entidade reconhecida, como, 
por exemplo o Projeto dos 1000 Genomas ou o Projeto Internacional HapMap ou se 
existem estudos realizados por outras entidades com um número também considerável 
de indivíduos; informação clínica relevante; localização do SNP no gene; tipo de 
mutação; grau de previsão de patogenicidade de acordo com os softwares SIFT e 
PolyPhen (Tolerated e Deleterious; Probably ou Possibly damaging e Benign, 
respetivamente); frequência na população europeia e MAF (Minor Allele Frequence), 
que permite determinar a probabilidade de identificar indivíduos com essa alteração, 
isto é, o valor da MAF indica a frequência do alelo menos frequente (exemplo: se 
MAF=0.01, existe a probabilidade de detetar 1 alelo em cada 100 indivíduos). De 
acordo com estes critérios, no total foram selecionados 8 SNPs para genotipar por AS-
PCR: 5 do gene ACE, 2 do gene NOS1 e 1 do gene MTHFR. As características destes 
SNPs encontram-se discriminadas na Tabela 3.1.  
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Tabela 3.1: Descrição dos SNPs selecionados para genotipagem por Allele-Specific PCR com a 
plataforma de PCR em tempo real. Retirado de www.ensembl.org. 
 
Gene ID SNP 
Alteração 
Transcripto 
Frequência 
Europa 
Características 
NOS 1 
rs77074921 
Arg1178Cys 
(CGC/TGC) 
ENST00000317775 
Sem dados 
 Mutação 
não  sinónima 
Não validado 
SIFT: 
Deleterious 
PolyPhen: 
Probably 
damaging 
rs76839820 
Thr105Met 
(ACG/ATG) 
ENST00000317775 
Sem dados 
 Mutação 
não sinónima 
Não validado 
SIFT: 
Deleterious 
PolyPhen: 
Probably 
damaging 
MTHFR rs72552099 
Ser430Arg 
(AGT/CGT) 
ENST00000376592 
Sem dados 
 Mutação 
não sinónima 
Validado por: 
Frequency 
SIFT: 
Deleterious 
Polyphen:  
Benign 
ACE 
rs8075924 
c.1970-1525C>T 
ENST00000490216 
1000 Genomas: 
C: 0,850 (644) 
T: 0,150 (114) 
CC: 0,720 (273) 
CT: 0,259 (98) 
TT: 0,021 (8) 
Intrónico 
Validado por: 
1000 Genomas, 
HapMap 
rs4357 
c.3282-103C>T 
ENST00000290866 
1000 Genomas: 
C: 0,997 (756) 
T: 0,003 (2) 
CC: 0,995 (377) 
CT: 0,005 (2) 
Intrónico 
Validado por: 
1000 Genomas, 
HapMap 
rs121912703 
Pro1228Leu 
(CCG/CTG) 
ENST00000290866 
Sem dados 
Mutação não  
sinónima, 
patogénica 
(aumento de 
ACE no soro) 
Não validado 
SIFT: 
Tolerated 
PolyPhen: 
Probably 
damaging 
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Tabela 3.1: Descrição dos SNPs selecionados para genotipagem por Allele-Specific PCR com a 
plataforma de PCR em tempo real. Retirado de www.ensembl.org. (Continuação) 
Gene ID SNP 
Alteração 
Transcripto 
Frequência 
Europa 
Características 
ACE 
rs113110741 
c.3691+1G>C 
ENST00000290866 
Sem dados 
Intrónico, 
local de 
splicing 
essencial 
Não validado 
rs12720744 
c.3691+5C>T 
ENST00000290866 
1000 Genomas: 
C: 0,995 (754) 
T: 0,005 (4) 
CC: 0,989 (375) 
CT: 0,011 (4) 
Intrónico, 
local de 
splicing 
Validado por: 
1000 Genomas 
 
Do gene NOS1, dos 4 SNPs foram estudados 2 SNPs (Tabela 1.2, Capítulo 1 – 
Introdução) porque, de acordo com as previsões do SIFT e PolyPhen, apresentam um 
forte potencial patogénico. No entanto, estes 2 SNPs não foram ainda validados, não 
apresentam estudos relevantes na população europeia. Os outros 2 não possuíam dados 
que justificassem a sua análise.  
O SNP rs72552099, do gene MTHFR, embora não apresente estudos relevantes 
na população europeia foi considerado porque há referências de que entrou num estudo 
registado por PharmGKB (The Pharmacogenomics Knowledgebase – Universidade de 
Stanford). Neste gene ainda foram deixados por estudar mais 3 genes por não possuírem 
dados no Ensemble Genome Browser que justificassem a sua análise. 
No caso do gene ACE, foram considerados todos os SNPs (5) uma vez que este 
gene está fortemente envolvido no desenvolvimento da RD, apesar do SNP 
rs113110741 não apresentar estudos na população europeia, nem outros dados 
relevantes, e do rs12720744 apresentar frequência muito baixa nessa população. 
 
 
3.2. Genotipagem por AS-PCR 
 
As amostras de DNA sob estudo (307 indivíduos distribuídos em 3 grupos: 
fenótipo A-79, fenótipo B-79 e fenótipo C-149) foram genotipadas para os SNPs 
selecionados (NOS1_rs77074921 e rs76839820, MTHFR_rs72552099 e ACE_ 
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rs8075924 e rs4357) por AS-PCR. Nesta técnica de genotipagem, após amplificação por 
PCR do fragmento de DNA que engloba o SNP em análise, gera-se uma curva de 
melting específica cuja Tm depende da sequência, comprimento e conteúdo em GC do 
fragmento (Anexo IV – Optimização da técnica AS-PCR). Assim, com base nas curvas 
de melting geradas, é possível determinar os genótipos das amostras para os SNPs sob 
estudo. 
Para cada SNP procedeu-se à otimização dos primers com relação à posição e 
composição do mismatch, condições de amplificação e comprimento da cauda GC. Para 
a otimização foram incluídos controlos positivos correspondendo às sequências do gene 
para as posições homozigóticas e heterozigóticas como está indicado no Capítulo 2 – 
Materiais e Métodos. Uma minoria das amostras dos doentes foi comparada com os 
controlos positivos de cada SNP. A sequenciação de Sanger de alguns indivíduos foi 
utilizada para confirmar os resultados da genotipagem antes de avançar para a 
genotipagem dos doentes. 
 
3.2.1. Gene NOS1 
 
3.2.1.1. rs77074921 (G/A)  
 
Para o SNP NOS1_rs77074921 (G/A), a Tm teórica para o produto de PCR com 
a cauda GC, nesta situação correspondente ao alelo G, foi de 87ºC. A Tm do produto 
com o alelo A foi de 84ºC (Tabela 2.2, Capítulo 2 – Materiais e métodos). Teoricamente 
verifica-se uma diferença de 3ºC entre as curvas correspondentes a cada um dos dois 
alelos do SNP.   
 
3.2.1.1.1. Genótipo GG  
 
O genótipo GG é determinado pela ocorrência de uma curva de melting com Tm 
próxima de 87ºC. A Figura 3.1 mostra que os produtos amplificados correspondem ao 
alelo G, embora a Tm do pico da curva seja de 86ºC, um pouco menor que a Tm teórica. 
A curva de melting do controlo positivo para o alelo G (Figura 3.1, p) é semelhante à 
amostra de DNA tomada como exemplo, número 222 (Figura 3.1, a), o que indica que o 
indivíduo 222 é GG para o SNP em estudo. 
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Figura 3.1: Curvas das derivadas de melting específicas para o genótipo GG (Tm cerca 86ºC) do 
NOS1_rs77074921. “p”: controlo positivo, “a”: amostra DNA n.º 222 e “c-“: controlo negativo.  
 
A amostra nº. 222 foi sequenciada de modo a confirmar o genótipo obtido por 
AS-PCR. De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 3.2, o indivíduo é 
homozigótico para o alelo G (indicado pela seta). 
Figura 3.2: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 222 é GG para o NOS1_rs77074921. 
 
 
3.2.1.1.2. Genótipo AA  
 
Pela análise da Figura 3.3, verifica-se que o produto amplificado, correspondente 
ao controlo positivo para o alelo A, gera uma curva com uma Tm de 84ºC (p) tal como 
esperado. Nenhum dos indivíduos analisados apresentou genótipo AA. 
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Figura 3.3: Curva da derivada de melting para o NOS1_rs77074921. Pico homozigótico para A, a 84ºC, 
para o controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”.  
 
3.2.1.1.3. Genótipo GA 
 
Apesar das curvas de melting obtidas para os alelos G e A (pico homozigótico 
aproximadamente a 86ºC, Figuras 3.1, e a 84ºC, Figura 3.3, respetivamente), quando se 
tentou reproduzir um controlo positivo heterozigótico, a curva obtida não permitiu 
identificar de forma evidente os dois alelos presentes na reação (Figura 3.4, p). No 
entanto, esta curva foi considerada como controlo para um indivíduo heterozigótico, 
pois o seu perfil é muito diferente das curvas que indicam homozigotia. 
Figura 3.4: Curva da derivada de melting para o NOS1_rs77074921. Pico heterozigótico (GA) para o 
controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”.  
 
Após estabelecimento das condições de genotipagem, os indivíduos do fenótipo 
B (79) e C (149) foram analisados para o NOS1_rs77074921 pela técnica AS-PCR. Os 
228 indivíduos apresentaram genótipo GG (Anexo I), sendo G considerado o alelo 
ancestral segundo a base de dados Ensembl. Como todas as amostras apresentaram 
perfis das curvas de melting semelhantes entre si e entre o controlo positivo para o alelo 
G, apenas 2 amostras de DNA (119 e 222, fenótipo C) foram sequenciadas pelo método 
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de Sanger. Como o objetivo do trabalho passava por identificar marcadores de risco, 
ficaram por genotipar os 79 indivíduos do fenótipo A (grupo controlo). 
As frequências genotípicas e alélicas para cada fenótipo encontram-se descritas 
na Tabela 3.2 e representadas graficamente na Figura 3.5. 
 
Tabela 3.2: Frequências genotípicas e alélicas do NOS1_rs77074921 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos B e C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.5: Representação gráfica da genotipagem do NOS1_rs77074921 nos indivíduos correspondentes 
aos fenótipos B e C. 
 
3.2.1.2. rs76839820 (G/A)  
 
O SNP NOS1_rs76839820 (G/A) possui uma Tm teórica de 84ºC para o produto 
de PCR com a cauda GC, correspondente à deteção do alelo G, e uma Tm de 80ºC para 
o produto do alelo A (Tabela 2.2, Capítulo 2 – Materiais e métodos), o que resulta numa 
diferença de 4ºC entre as curvas correspondentes dos alelos.  
 
3.2.1.2.1. Genótipo GG 
 
O genótipo GG é determinado pela ocorrência de uma curva de melting com Tm 
próxima de 84ºC, assim, pela observação da Figura 3.6, conclui-se que os produtos 
Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
B GG: 1,0 (79) G: 1,0 (158) 
C GG: 1,0 (149) G: 1,0 (298) 
56 
 
amplificados correspondem ao alelo G, cuja Tm também foi de 84ºC. A curva de 
melting do controlo positivo para o alelo G (Figura 3.6, p) é semelhante à amostra de 
DNA tomada como exemplo, número 263 (Figura 3.6, b), o que indica que o indivíduo 
263 é GG para o SNP em estudo. 
Figura 3.6: Curvas das derivadas de melting específicas para o genótipo GG (Tm cerca 86ºC) do NOS1_ 
rs76839820. “p”: controlo positivo, “b”: amostra DNA n.º 263 e “c-“: controlo negativo. 
 
Foi comprovado o genótipo da amostra n.º263 por sequenciação de Sanger. 
Como se observa no cromatograma da Figura 3.7, o indivíduo é homozigótico para o 
alelo G (indicado pela seta). 
Figura 3.7: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 263 é GG para o NOS1_rs76839820. 
 
 
3.2.1.2.2. Genótipo AA  
 
A Figura 3.8 representa uma curva com uma Tm de 80ºC (p), correspondente ao 
produto amplificado do controlo positivo para o alelo A, tal como esperado. Nenhum 
dos indivíduos analisados apresentou genótipo AA. 
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Figura 3.8: Curva da derivada de melting para o NOS1_rs76839820. Pico homozigótico para A, a 80ºC, 
para o controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”. 
 
3.2.1.2.3. Genótipo GA  
 
Para este SNP obteve-se uma curva de melting para o controlo positivo G + A 
numa proporção de 1:1 que representa, de facto, os resultados de genotipagem 
esperados para um DNA heterozigótico (p). A curva possui dois picos, nas Tm 
esperadas para os dois alelos (Figura 3.9). Contudo, este perfil não foi identificado em 
nenhuma das amostras de DNA genotipadas.  
Figura 3.9: Curva da derivada de melting para o NOS1_rs76839820. Pico heterozigótico (GA), a 80ºC e 
84ºC, para o controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”. 
 
A genotipagem deste SNP, pela técnica AS-PCR, foi efetuada em 79 indivíduos 
do fenótipo B e 149 do fenótipo C. Algumas destas amostras geraram curvas de melting 
diferentes do esperado, de acordo com os controlos positivos, e por esta razão foram 
sequenciadas 3 amostras do fenótipo B (116, 223 e 274) e 11 do fenótipo C (1, 16, 18, 
35, 41, 45, 67, 142, 256, 263, e 281). Os 228 indivíduos apresentaram genótipo GG para 
o SNP rs76839820 (Anexo I), sendo G considerado o alelo ancestral segundo a base de 
dados Ensembl. Deste modo, ficaram por genotipar 79 indivíduos do fenótipo A, pela 
mesma razão apresentada para o SNP rs77074921. 
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 As frequências genotípicas e alélicas para cada fenótipo encontram-se descritas 
na Tabela 3.3 e representadas graficamente na Figura 3.10. 
  
Tabela 3.3: Frequências genotípicas e alélicas do NOS1_rs76839820 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos B e C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.10: Representação gráfica da genotipagem do NOS1_rs76839820 nos indivíduos 
correspondentes aos fenótipos B e C. 
 
 
3.2.2. Gene MTHFR  
 
3.2.2.1 rs72552099 (T/G)  
 
Para o SNP MTHFR_rs72552099 (T/G), a Tm teórica para o produto de PCR 
com a cauda GC, nesta situação correspondente ao alelo G, foi de 82ºC. A Tm do 
produto com o alelo T foi de 78ºC (Tabela 2.2, Capítulo 2 – Materiais e métodos). 
Teoricamente verifica-se uma diferença de 4ºC entre as curvas correspondentes a cada 
um dos dois alelos do SNP.   
 
3.2.2.1.1 Genótipo TT  
 
O genótipo TT é determinado pela ocorrência de uma curva de melting com Tm 
próxima de 78ºC, portanto a Figura 3.11 mostra que os produtos amplificados 
Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
B GG: 1,0 (79) G: 1,0 (158) 
C GG: 1,0 (149) G: 1,0 (298) 
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correspondem ao alelo T. A curva de melting do controlo positivo para o alelo T (Figura 
3.11, p) é semelhante à amostra de DNA tomada como exemplo, número 139 (Figura 
3.11, c), o que indica que o indivíduo 139 é GG para o SNP em estudo. 
Figura 3.11: Curvas das derivadas de melting específicas para o genótipo TT (Tm=78ºC) do MTHFR_ 
rs72552099. “p”: controlo positivo, “c”: amostra DNA n.º 139 e “c-“: controlo negativo. 
 
A amostra nº. 139 foi sequenciada de modo a confirmar o genótipo obtido por 
AS-PCR. De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 3.12, o indivíduo é 
homozigótico para o alelo T (indicado pela seta). 
Figura 3.12: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 139 é TT para o MTHFR_rs72552099. 
 
 
3.2.2.1.2. Genótipo GG  
 
Pela análise da Figura 3.13, verifica-se que o produto amplificado, 
correspondente ao controlo positivo para o alelo G, gera uma curva com uma Tm cerca 
de 82ºC (p) tal como esperado. Nenhum dos indivíduos analisados apresentou genótipo 
AA. 
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Figura 3.13: Curva da derivada de melting para o MTHFR_rs72552099. Pico homozigótico para G, Tm 
cerca de 82ºC, para o controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”. 
 
3.2.2.1.3. Genótipo GT  
 
Para este SNP obteve-se uma curva de melting para o controlo positivo G + T 
numa proporção de 1:1 que representa, de facto, os resultados de genotipagem 
esperados para um DNA heterozigótico (p). A curva possui dois picos, nas Tm 
esperadas para os dois alelos (Figura 3.14). Contudo, este perfil não foi identificado em 
nenhuma das amostras de DNA genotipadas. 
Figura 3.14: Curva da derivada de melting para o MTHFR_rs72552099. Pico heterozigótico (GT), a 
cerca de 78ºC e 81ºC, para o controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”.  
 
A genotipagem deste SNP, pela técnica AS-PCR, também foi efetuada em 79 
indivíduos do fenótipo B e 149 do fenótipo C. Algumas destas amostras geraram curvas 
de melting diferentes do esperado, de acordo com os controlos positivos, e por esta 
razão foram sequenciadas 4 amostras do fenótipo B (121, 125, 206 e 209) e 14 do 
fenótipo C (1, 18, 28, 29, 35, 41, 43, 45, 93, 137, 198, 220, 247, 264). Todos os 228 
indivíduos apresentaram genótipo TT para o SNP rs72552099 (Anexo II), sendo T 
considerado o alelo ancestral segundo a base de dados Ensembl. Deste modo, ficaram 
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por genotipar 79 indivíduos do fenótipo A, pela mesma razão apresentada para os SNPs 
do gene NOS1. 
 
 As frequências genotípicas e alélicas para cada fenótipo encontram-se descritas 
na Tabela 3.4 e representadas graficamente na Figura 3.15. 
 
Tabela 3.4: Frequências genotípicas e alélicas do MTHFR_rs72552099 nos indivíduos correspondentes 
aos fenótipos B e C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.15: Representação gráfica da genotipagem do MTHFR_rs72552099 nos indivíduos 
correspondentes aos fenótipos B e C. 
 
3.2.3. Gene ACE 
 
3.2.3.1. rs8075924 (C/T) 
 
O SNP ACE_rs8075924 (C/T) possui uma Tm teórica de 83ºC para o produto de 
PCR com a cauda GC, correspondente à deteção do alelo C, e uma Tm de 80ºC para o 
produto do alelo T (Tabela 2.2, Capítulo 2 – Materiais e métodos). Neste caso, a 
diferença teórica de 3ºC entre os fragmentos controlo não foi suficiente, na prática, para 
discriminar os dois alelos do SNP. No entanto, durante o processo de otimização dos 
controlos positivos, a par com algumas amostras de DNA, foram encontrados perfis de 
curvas de melting diferentes para cada um dos alelos (embora com Tm próximas). Estas 
foram posteriormente confirmadas por sequenciação de Sanger.  
Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
B TT: 1,0 (79) T: 1,0 (158) 
C TT: 1,0 (149) T: 1,0 (298) 
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 As curvas de melting das amostras a seguir apresentadas não são demonstradas a 
par com os seus controlos positivos, como se apresentou nos SNPs anteriores, pois não 
foi possível obter discriminação dos dois alelos do SNP nessas curvas, como já foi 
referido. As curvas de melting dos controlos positivos obtidas encontram-se no Anexo 
IV – Otimização da técnica AS-PCR.  
 
3.2.3.1.1. Genótipo CC  
 
Após sequenciação de Sanger constatou-se que o produto amplificado, a partir 
da amostra número 18 (Figura 3.16, d) que foi tomada como exemplo, corresponde ao 
alelo C, embora a Tm do pico da curva seja de 82ºC (menor que a Tm teórica).  
 
Figura 3.16: Curva da derivada de melting específica para o genótipo CC (Tm=82ºC) do ACE_ 
rs8075924. “d”: amostra DNA n.º 18 e “c-“: controlo negativo. 
 
Como se observa no cromatograma da Figura 3.17, na posição correspondente 
ao SNP, o indivíduo é homozigótico para o alelo C (indicado pela seta).  
 
Figura 3.17: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 18 é CC para o ACE_rs8075924. 
 
 
63 
 
3.2.3.1.2. Genótipo TT  
 
O produto amplificado de uma amostra de um outro doente (e), número 305, 
resultou na curva de melting da Figura 3.18, com pico à Tm de 80ºC, que corresponde 
ao alelo T em homozigotia. 
Figura 3.18: Curva da derivada de melting específica para o genótipo TT (Tm=80ºC) do 
ACE_rs8075924. “e”: amostra DNA n.º 305 e “c-“: controlo negativo. 
 
A sequenciação de Sanger da amostra n.º305 permitiu confirmar o genótipo 
obtido por AS-PCR. De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 3.19, o 
indivíduo é homozigótico para o alelo T (indicado pela seta).  
Figura 3.19: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 305 é TT para o ACE_rs8075924. 
 
3.2.3.1.3. Genótipo CT  
 
Neste SNP, obteve-se uma curva de melting que representa a amplificação de um 
DNA heterozigótico, que possui dois picos nas respetivas Tm de identificação dos dois 
alelos (alelo T - Tm de 80ºC e alelo C - Tm de 82ºC) (Figura 3.20, f). A amostra de 
DNA tomada como exemplo é a número 1. 
A amostra nº. 1 foi sequenciada de modo a confirmar o genótipo obtido por AS-
PCR. De acordo com o cromatograma apresentado na Figura 3.21, o indivíduo é 
heterozigótico (indicado pela seta). 
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Figura 3.20: Curva da derivada de melting para o ACE_rs8075924. Pico heterozigótico para CT, 
Tm=79,5ºC (T) e 82ºC (G), para a amostra DNA n.º1 (f). Controlo negativo representado por “c-”.  
Figura 3.21: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 1 é CT para o ACE_rs8075924. 
 
Todos os indivíduos dos 3 fenótipos foram genotipados para este SNP pela 
técnica AS-PCR. Os 307 indivíduos apresentaram diferentes genótipos (Anexo II). 
Como todas as amostras apresentaram perfis semelhantes aos das curvas de melting 
mostradas anteriormente, apenas 2 amostras do fenótipo A (284 e 307), 1 do fenótipo B 
(305) e 2 do fenótipo C (1 e 18) foram sequenciadas para comprovar os resultados 
anteriores.  
Todos os indivíduos do fenótipo A (grupo controlo) foram também genotipados 
porque os três genótipos foram previamente identificados nos grupos de 
desenvolvimento progressivo da RD (fenótipo B e C).  
As frequências genotípicas e alélicas para cada fenótipo encontram-se descritas 
na Tabela 3.5 e representadas graficamente na Figura 3.22. São também apresentadas as 
frequências dos fenótipo B e C em conjunto (B+C), pois ambos contribuem para o 
desenvolvimento progressivo da RD e, dessa forma, podem dar resultados mais 
próximos dos reais. 
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Tabela 3.5: Frequências genotípicas e alélicas do ACE_rs8075924 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos A, B, C e B+C. 
 
Fenótipo Freq genotípicas (n) Freq alélicas (n) 
A CC: 0,65 (51) CT: 0,33 (26) TT: 0,02 (2) C: 0,81 (128) T: 0,19 (30) 
B CC: 0,64 (50) CT: 0,30 (24) TT: 0,06 (5) C: 0,78 (124) T: 0,22 (34) 
C CC: 0,57 (85) CT: 0,38 (56) TT: 0,05 (8) C: 0,76 (226) T: 0,24 (72) 
B+C CC: 0,59 (135) CT: 0,35 (80) TT: 0,06 (13) C: 0,77 (350) T: 0,23 (106) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.22: Representação gráfica da genotipagem do ACE_rs8075924 nos indivíduos correspondentes 
aos fenótipos A, B, C e B+C. 
 
 
3.2.3.2. rs4357 (C/T) 
 
O SNP ACE_rs4357 (C/T) possui uma Tm teórica de 85ºC para o produto de 
PCR com a cauda GC, correspondente à deteção do alelo C, e uma Tm de 82ºC para o 
produto do alelo T (Tabela 2.2, Capítulo 2 – Materiais e métodos), o que resulta numa 
diferença de 3ºC entre as curvas correspondentes dos alelos.  
 
3.2.3.2.1. Genótipo CC 
 
O genótipo CC é determinado pela ocorrência de uma curva de melting com Tm 
próxima de 85ºC, tal como os produtos amplificado representados na Figura 3.23. A 
curva de melting do controlo positivo para o alelo C (Figura 3.23, p) é semelhante à 
amostra de DNA tomada como exemplo, número 36 (Figura 3.23, g), o que indica que o 
indivíduo 36 é CC para o SNP em estudo. 
 
66 
 
Figura 3.23: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Pico homozigótico para C, a 85ºC, 
para a amostra DNA n.º 36 (g). Controlo negativo representado por “c-”. 
 
As curvas das derivadas de melting, tanto a curva “p” como a “g”, apresentam 
um pico inespecífico com Tm próxima de 81ºC. Esse é apresentado devido, 
provavelmente, à amplificação inespecífica da amostra com o primer que possui o 
nucleótido T na posição do SNP.  
Foi comprovado o genótipo da amostra n.º36 por sequenciação de Sanger. Como 
se observa no cromatograma da Figura 3.24, o indivíduo é homozigótico para o alelo C 
(indicado pela seta). 
Figura 3.24: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. De acordo com os resultados da 
genotipagem por AS-PCR, a amostra n.º 36 é CC para o ACE_rs4357. 
 
 
3.2.3.2.2. Genótipo TT  
 
O genótipo TT é determinado pela ocorrência de uma curva de melting com Tm 
próxima de 82ºC. A Figura 3.25 representa uma curva (p), correspondente ao produto 
amplificado do controlo positivo para o alelo T, embora a Tm do pico da curva seja de 
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81ºC, um pouco menor que a Tm teórica. Nenhum dos indivíduos analisados apresentou 
genótipo TT. 
Figura 3.25: Curva da derivada de melting para o ACE_rs4357. Pico homozigótico para T, a 81ºC, para o 
controlo positivo (p). Controlo negativo representado por “c-”. 
 
 
3.2.3.2.3. Genótipo CT 
 
Para este SNP obteve-se uma curva de melting para o controlo positivo C + T 
numa proporção de 1:1 que representa, de facto, os resultados de genotipagem 
esperados para um DNA heterozigótico (p). A curva possui dois picos, nas Tm 
esperadas para os dois alelos (Figura 3.26). Apenas um indivíduo, número 41, 
apresentou genótipo CT (Figura 3.26, h). 
Figura 3.26: Curvas das derivadas de melting específicas para o genótipo CT (Tm=81ºC (T) e 85ºC (C)) 
do ACE_rs4357. “p”: controlo positivo, “h”: amostra DNA n.º41 e “c-“: controlo negativo.  
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Foi comprovado o genótipo da amostra n.º263 por sequenciação de Sanger. 
Como se observa no cromatograma da Figura 3.27, o indivíduo é heterozigótico 
(indicado pela seta). 
Figura 3.27: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º 41 apresenta genótipo CT 
para o SNP rs4357, presente no gene ACE. 
 
Os perfis obtidos para as amostras CC e CT apesar de ambos apresentarem dois 
picos com Tm idênticas, as suas intensidades são completamente diferentes, pelo que 
foi possível distinguir os genótipos por AS-PCR. Alguns genótipos ainda foram 
sequenciados e o resultado foi consistente com o observado por AS-PCR. 
 
Foram realizadas reações de PCR pela técnica AS-PCR em tempo real para os 
307 indivíduos em estudo. Com exceção de um indivíduo do fenótipo C que apresentou 
genótipo CT, todos os restantes apresentaram genótipo CC (Anexo II).  
Como todas as amostras apresentaram perfis semelhantes das curvas de melting 
mostradas anteriormente, foram sequenciadas apenas 3 amostras do fenótipo C (41, 56 e 
70) para comprovar os resultados de AS-PCR.  
A existência de dois genótipos no fenótipo C (grupo com RD progressiva) levou 
ao estudo de todos os indivíduos do fenótipo A (grupo controlo).  
 
As frequências genotípicas e alélicas para cada fenótipo encontram-se descritas 
na Tabela 3.6 e representadas graficamente na Figura 3.28. Tal como no SNP anterior, 
agora também são apresentadas as frequências dos fenótipos B e C em conjunto (B+C). 
 
Tabela 3.6: Frequências genotípicas e alélicas do ACE_rs4357 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos A, B, C e B+C. 
 
Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
A CC: 1,0 (79) CT: 0 C: 1,0 (158) T: 0 
B CC: 1,0 (79) CT: 0 C: 1,0 (158) T: 0 
C CC: 0,993 (148) CT: 0,007 (1) C: 0,997 (297) T: 0,003 (1) 
B+C CC: 0,996 (227) CT: 0,004 (1) C: 0,998 (455) T: 0,002 (1) 
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Figura 3.28: Representação gráfica da genotipagem do ACE_rs4357 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos A, B, C e B+C.  
 
 
3.2.3.3. rs121912703(C/T), rs113110741(G/C) e rs12720744(C/T) 
 
Os SNPs rs121912703 (C/T), rs113110741 (G/C) e rs12720744 (C/T) do gene 
ACE não puderam ser genotipados pela técnica de AS-PCR uma vez que a otimização 
da reação se revelou impossível (Anexo IV – Otimização da técnica AS-PCR). Em 
alternativa para analisar estes SNPs, efetuou-se sequenciação de Sanger. Dada a sua 
proximidade espacial (Figura 3.29), estes SNPs podem ser analisados em simultâneo 
mediante amplificação e sequenciação de um único fragmento (Tabela 2.5). A Figura 
3.29 representa a sequência de DNA que engloba estes SNPs: a sublinhado encontram-
se as regiões de hibridização dos primers para amplificação e sequenciação do 
respectivo fragmento de DNA e a verde os SNPs rs121912703 (C/T), rs113110741 
(G/C) e rs12720744 (C/T), por esta mesma ordem. O SNP rs121912703 (C/T) é exónico 
(sequência marcada a amarelo) e os outros dois intrónicos. 
 
Na Figura 3.30 está representado o cromatograma de uma das amostras de DNA 
analisadas (número 18). Esta amostra é homozigótica para o alelo C no SNP 
rs121912703 (a), o alelo G no SNP rs113110741 (b) e o alelo C no SNP rs12720744 
(c). 
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5’-GTCCTTCTGACTCTGCCTCCCTGTCTCATGCCTCCCCAGGACCGCCATGAAGCTGGGCTTC 
AGTAGGCCGTGGCCGGAAGCCATGCAGCTGATCACGGGCCAGCCCAACATGAGCGCCTCGG
CCATGTTGAGCTACTTCAAGCCGCTGCTGGACTGGCTCCGCACGGAGAACGAGCTGCATGGG
GAGAAGCTGGGCTGGCCGCAGTACAACTGGACGC[C/T]GAACTCCG[G/C]TAC[C/T]GCCACC
CACCCCACCTCCAGCCTTGGGTCTTAACCCCCTCCCCAGGCTGGGCAGCCATGCGGCTGACC
TCGGAGCCTGGCCCTGCCCCGCACCCTTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCATGCTGTCTCC
TTGCTTCCCGCTCAGCTCGCTCAGAAGGGCCCCTCCCAGACAGCGGCCGCGTCAGCTTCCTG
GGCCTGGACCTGGATGCGCAGCAGGCCCGCGTGGGCCAGTGGCTGCTGCTCTTCCTGGGCAT
CGCCCTGCTGGTAGCCACCCTGGGCCTCAGCCAGCGGCTCTTCAGCATCCGCCACCGCAGCC
TCCACCGGCACTCCCACGGGCCCCAGTTCGGCTCCGAGGTGGAGCTGAGACACTCCTGAGGT
G-3’ 
Figura 3.29: Sequência nucleotídica do gene ACE que compreende os SNPs rs121912703, rs113110741 
e rs12720744 (a verde). A sublinhado: primers para amplificação e sequenciação e a marcador amarelo: 
exão. 
Figura 3.30: Cromatograma da região de interesse do gene ACE obtido por sequenciação de Sanger. A 
amostra em estudo (número 18) apresenta genótipo CC para o SNP rs121912703 (a), genótipo GG para o 
SNP rs113110741 (b) e genótipo CC para o SNP rs12720744 (c). 
 
Sequenciaram-se 7 amostras do fenótipo A (88, 92, 95, 96, 101, 105 e 107), 8 do 
fenótipo B (10, 17, 31, 36, 44, 48, 89 e 90) e 25 do fenótipo C (1, 5, 6, 16, 18, 34, 35, 
41, 43, 45, 73, 75, 76, 77, 83, 87, 94, 97, 98, 99, 100, 137, 198, 247 e 264) (Anexo III). 
As amostras foram selecionadas de forma aleatória entre os mesmos fenótipos, a 
maioria correspondem ao fenótipo C devido à sua associação com uma progressão 
rápida da RD. Nas amostras sequenciadas, apenas foram identificados genótipos CC e 
GG para os rs121912703 e rs113110741, respetivamente. De acordo com a base de 
dados Ensembl, o alelo C e G são os alelos ancestrais de rs121912703 e rs113110741, 
respetivamente. Quanto ao rs12720744, dos 40 DNAs sequenciados, 38 apresentaram 
genótipo CC e 2 genótipo CT (o cromatograma deste genótipo está apresentado mais à 
frente no ponto 3.3.2.1). 
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As frequências genotípicas e alélicas dos rs121912703, rs113110741 e 
rs12720744 para cada fenótipo e para B e C em conjunto (B+C) encontram-se descritas 
na Tabela 3.7 e o gráfico da Figura 3.31 mostra a distribuição genotípica nos respetivos 
fenótipos (A, B, C e B+C) para os 3 SNPs. 
 
Tabela 3.7: Frequências genotípicas e alélicas dos SNPs rs121912703, rs113110741 e rs12720744 do 
gene ACE nos indivíduos correspondentes aos fenótipos A, B, C e B+C. 
 
ID SNP rs121912703 rs113110741 rs12720744 
Fenótipo 
Freq. 
genotípica (n) 
Freq.alélica 
(n) 
Freq. 
genotípica (n) 
Freq.alélica 
(n) 
Freq. genotípica (n) Freq.alélica (n) 
A CC: 1,0 (7) C: 1,0 (14) GG: 1,0 (7) G: 1,0 (14) CC: 0,86 (6) CT: 0,14 (1) C: 0,93 (13) T: 0,07 (1) 
B CC: 1,0 (8) C: 1,0 (16) GG: 1,0 (8) G: 1,0 (16) CC: 1,0 (8) CT: 0 C: 1,0 (16) T: 0 
C CC: 1,0 (25) C: 1,0 (50) GG: 1,0 (25) G: 1,0 (50) CC: 0,96 (24) CT: 0,04 (1) C: 0,98(49) T: 0,02 (1) 
B+C CC: 1,0 (33) C: 1,0 (66) GG: 1,0 (33) G: 1,0 (66) CC: 0,97 (32) CT: 0,03 (1) C: 0,98 (65) T: 0,02 (1) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.31: Representação gráfica da genotipagem dos SNPs rs121912703, rs113110741 e rs12720744 
do gene ACE nos indivíduos correspondentes aos fenótipos A, B, C e B+C. 
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3.3. Descoberta de outros SNPs nas amostras 
sequenciadas 
 
Ao efetuar a análise completa do fragmento de DNA, detetou-se a presença de 
outros SNPs nos genes MTHFR e ACE. 
 
3.3.1. Gene MTHFR 
 
Todos os indivíduos genotipados para o rs72552099 (T/G), descrito em 3.1.2, 
apresentam genótipo TT. Após a análise pormenorizada das sequências obtidas, para 
confirmação dos resultados gerados por AS-PCR, foi detetada a presença da alteração 
rs1801131 (T/G). 
A Figura 3.32 representa o fragmento de DNA em análise, do gene MTHFR, 
onde se encontram os SNPs descritos: a sublinhado, encontram-se as regiões de 
hibridização dos primers para amplificação e sequenciação do fragmento; a negrito, as 
regiões de hibridização dos primers utilizados na técnica de genotipagem AS-PCR; a 
verde, rs72552099 (T/G); e a vermelho, a nova alteração encontrada (rs1801131 (T/G)). 
Ambos os SNPs são exónicos (região marcada a amarelo). 
 
5’-CAAGTCACCTGGGAGAGACGGTGAGCTGGCTGGGGCGACCATCAGGTTTGGCACCCTGA 
GTCCCTCTCACGGCCCCCAACAAAGACCCAGCCTGTCTTTGCCTCCCTAAGCCCTTCCAGGTG
GAGGTCTCCCAACTTACCCTTCTCCCTTTGCCATGTCCACAGCATGGAGGGGAGGGCACAGG
ATGGGGAAGTCACAGCCCCGCAGCCTGGCCTGCAGCTGGGGTCAGGCCAGGGGCAGGGGAT
GAACCAGGGTCCCCACTCCAGCATCACTCACTTTGTGACCATTCCGGTTTGGTTCTCCCGA
GAGGTAAAGAACGAAGACTTCAAAGACAC[T/G]T[T/G]CTTCACTGGTCAGCTCCTCCCCCC
ACATCTTCAGCAGCTCCTCCTTGGGGGACTTGCTCTTCAGGTAGAAGAGGTAGTAGTCCTTC
AG-3’   
Figura 3.32: Sequência nucleotídica do gene MTHFR que compreende o SNP rs72552099 (verde) e o 
rs1801131 (vermelho). A sublinhado: regiões de hibridização dos primers para amplificação e 
sequenciação do fragmento, a negrito: primers para AS-PCR e a marcador amarelo: exão. 
 
Apesar do SNP rs1801131 (vermelho) estar na região de hibridização do primer 
AS-PCR reverse, não se verificou interferência com a genotipagem e separação dos 
picos das curvas de melting do rs72552099 (T/G), como se pôde verificar nas Figuras 
3.11 e 3.13. 
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3.3.1.1. rs1801131 (T/G)  
 
Os cromatogramas com a identificação dos alelos obtidos para o SNP rs1801131 
e também para o rs72552099 encontram-se representados em baixo. 
 
3.3.1.1.1. Genótipo TT  
 
Na Figura 3.33 encontra-se representado um DNA homozigótico para o alelo T 
do SNP rs1801131 (b) (amostra número 18, fenótipo C). 
 
Figura 3.33: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º18 é TT para os SNPs 
rs72552099 (a) e rs1801131 (b) do gene MTHFR. 
 
 
3.3.1.1.2. Genótipo GG 
 
A Figura 3.34 ilustra o cromatograma obtido para um DNA homozigótico para o 
alelo G do SNP rs1801131 (b) (amostra número 137, fenótipo C). 
 
Figura 3.34: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º137 é TT e GG para os 
SNPs rs72552099 (a) e rs1801131 (b) do gene MTHFR, respetivamente. 
 
 
74 
 
3.3.1.1.3. Genótipo TG 
 
Na Figura 3.35 observa-se o cromatograma de um DNA heterozigótico para o 
SNP rs1801131 (b) (amostra número 35, fenótipo C). 
Figura 3.35: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º35 é TT e TG para os 
SNPs rs72552099 (a) e rs1801131 (b) do gene MTHFR, respetivamente. 
 
Os cromatogramas das Figuras 3.33, 3.34 e 3.35 são representativos dos 
genótipos obtidos para as restantes amostras sequenciadas: 55, 88, 131 e 283 do 
fenótipo A, 121, 125, 206 e 209 do fenótipo B e 1, 28, 29, 41, 43, 45, 93, 198, 220, 247 
e 264 do fenótipo C (Anexo II). 
Verificou-se que o SNP MTHFR_rs1801131 não foi anteriormente genotipado 
pelo sistema TaqMan
®
 OpenArray
®
, mas é tagged SNP de um outro, o 
MTHFR_rs4846049, estudado por esse sistema. Confirmou-se então, por comparação 
dos genótipos disponíveis para ambos os SNPs, que estes estão de facto em LD e de 
acordo com as frequências descritas para a população europeia (Tabela 3.8). 
 
As frequências genotípicas e alélicas dos SNPs rs1801131 e rs4846049 para 
cada fenótipo e para B e C em conjunto (B+C) encontram-se descritas na Tabela 3.9 e 
os gráficos da Figura 3.36 mostram a distribuição genotípica nos respetivos fenótipos 
(A, B, C e B+C) para os 2 SNPs. 
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Tabela 3.8: Descrição dos SNPs MTHFR_rs1801131, identificado por sequenciação, e do 
MTHFR_rs4846049, genotipado pelo sistema de genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
.  
 
 
Tabela 3.9: Frequências genotípicas e alélicas dos SNPs MTHFR_rs1801131 e MTHFR_rs4846049 nos 
indivíduos correspondentes aos fenótipos A, B, C e B+C. 
 
ID SNP Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
rs1801131 
A GG: 0,75 (3) TG: 0,25 (1) TT: 0 G: 0,875 (7) T: 0,125 (1) 
B GG: 1,0 (4) TG: 0 TT: 0 G: 1,0 (8) T: 0 
C GG: 0,43 (6) TG: 0,21 (3) TT: 0,36 (5) G: 0,54 (15) T: 0,46 (13) 
B+C GG: 0,55 (10) TG: 0,17 (3) TT: 0,28 (5) G: 0,64 (23) T: 0,36 (13) 
rs4846049 
A GG: 0 TG: 0,25 (1) TT: 0,75 (3) G: 0,125 (1) T: 0,875 (7) 
B GG: 0 TG: 0 TT: 1,0 (4) G: 0 T: 1,0 (8) 
C GG: 0,36 (5) TG: 0,21 (3) TT: 0,43 (6) G: 0,46 (13) T: 0,54 (15) 
B+C GG: 0,28 (5) TG: 0,17 (3) TT: 0,55 (10) C: 0,36 (13) T: 0,64 (23) 
 
Para o rs4846049 não se verificou uma associação entre o genótipo e o fenótipo 
na análise dos dados de genotipagem realizada no trabalho anterior pelo sistema 
TaqMan
®
 OpenArray e visto que o rs1801131 é seu tagged SNP, conclui-se que 
também este não estará relacionado com a progressão da RD. 
 
Gene ID SNP 
Alteração 
Transcripto 
Frequência 
Europa 
Características 
MTHFR 
rs1801131 
Glu429Ala 
(GAA/GCA) 
ENST00000376592 
1000 Genomas: 
G: 0,322 (244) 
T: 0,678 (514) 
GG: 0,108 (41) 
TG: 0,427 (162) 
TT: 0,464 (176) 
Mutação não  
sinónima, 
envolvida na 
deficiência de 
MTHFR, mas não 
patogénica 
Tagged SNP de 
rs4846049 
Validado por: 
1000 Genomas, 
HapMap 
SIFT:  Tolerated 
PolyPhen: Benign 
rs4846049 
c.*372A>C 
ENST00000376592 
1000 Genomas: 
T: 0,330 (250) 
G: 0,670 (508) 
TT: 0,116 (44) 
TG: 0,427 (162) 
GG: 0,456 (173) 
 Variante 3’ 
UTR 
 
Tagged SNP: 
rs1801131 
Validado por: 
1000 Genomas, 
HapMap 
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Figura 3.36: Representação gráfica da genotipagem dos SNPs MTHFR_rs1801131 e 
MTHFR_rs4846049 nos indivíduos correspondentes aos fenótipos A, B, C e B+C. 
 
3.3.2. Gene ACE  
 
Quando se procedeu à análise pormenorizada das sequências obtidas para os 
SNPs do gene ACE (rs121912703 (C/T), rs113110741 (G/C) e rs12720744 (C/T)) foi 
detetada a ocorrência de outras duas alterações: rs12720743 (-/T) e rs4363 (G/A). 
A Figura 3.37 ilustra o fragmento de DNA onde se encontram estes SNPs: a 
sublinhado, regiões de hibridização dos primers para amplificação e sequenciação do 
fragmento; a verde, os rs121912703, rs113110741 e rs12720744 por esta mesma ordem; 
e a vermelho, rs12720743 (-/T) e rs4363 (G/A). Apenas o SNP rs121912703 (C/T) é 
exónico (marcado a amarelo), os restantes são intrónicos. 
5’-GTCCTTCTGACTCTGCCTCCCTGTCTCATGCCTCCCCAGGACCGCCATGAAGCTGGGCTTC 
AGTAGGCCGTGGCCGGAAGCCATGCAGCTGATCACGGGCCAGCCCAACATGAGCGCCTCGG
CCATGTTGAGCTACTTCAAGCCGCTGCTGGACTGGCTCCGCACGGAGAACGAGCTGCATGGG
GAGAAGCTGGGCTGGCCGCAGTACAACTGGACGC[C/T]GAACTCCG[G/C]TAC[C/T]GCCACC
CACCCCACCTCCAGCCTTGGGTCTTAACCCCCTCCCCAGGCTGGGCAGCCATGCGGCTGACC
TCGGAGCCTGGCCCTGCCCCGCACCCTTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCATGCTGTCTCC
TTGCTTCCC[G/A]CTCAGCTCGCTCAGAAGGGCCCCTCCCAGACAGCGGCCGCGTCAGCTTCC
TGGGCCTGGACCTGGATGCGCAGCAGGCCCGCGTGGGCCAGTGGCTGCTGCTCTTCCTGGGC
ATCGCCCTGCTGGTAGCCACCCTGGGCCTCAGCCAGCGGCTCTTCAGCATCCGCCACCGCAG
CCTCCACCGGCACTCCCACGGGCCCCAGTTCGGCTCCGAGGTGGAGCTGAGACACTCCTGAG
GTG-3’  
Figura 3.37: Sequência nucleotídica do gene ACE que compreende os SNPs rs121912703, rs113110741, 
rs12720744 (verde), rs12720743 (-/T) e rs4363 (G/A) (vermelho). A sublinhado: primers para 
amplificação e sequenciação e a marcador amarelo: exão. 
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3.3.2.1. rs12720743 (-/T)  
 
Das 40 amostras sequenciadas para análise dos SNPs rs121912703, rs113110741 
e rs12720744 do gene ACE (Anexo III), duas, a 107 do fenótipo A e a 198 do fenótipo 
C, apresentam o rs12720743 (deleção do nucleótido T) em heterozigotia como se 
encontra representado na Figura 3.38 (indicado pela seta). 
 
Figura 3.38: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º198 apresenta: genótipo -
/T para o ACE_rs12720743. 
 
 
3.3.2.2. rs4363 (G/A) 
 
Para o SNP rs4363 foram identificados os 3 genótipos nas amostras 
sequenciadas (Anexo III). 
 
3.3.2.2.1. Genótipo GG 
 
Na Figura 3.39 encontra-se representado um cromatograma de uma amostra 
homozigótica, número 198, para o alelo G (indicado pela seta).  
Figura 3.39: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º198 apresenta genótipo 
GG para o ACE_rs4363.  
 
 
 
78 
 
3.3.2.2.2. Genótipo AA 
 
A Figura 3.40 representa o cromatograma de uma amostra homozigótica, 
número 18, para o alelo A (indicado pela seta). 
Figura 3.40: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º18 apresenta genótipo AA 
para o ACE_rs4363. 
 
3.3.2.2.3. Genótipo GA 
A Figura 3.41 corresponde ao cromatograma de uma amostra heterozigótica. Na 
sequência apresentada estão assinalados os alelos G e A, indicado pela seta, do 
ACE_rs4363 (amostra número 1). 
Figura 3.41: Cromatograma obtido por sequenciação de Sanger. A amostra n.º1 apresenta genótipo GA 
para o ACE_rs4363. 
 
O SNP rs4363 tinha sido genotipado pelo sistema TaqMan
®
 OpenArray
®
, mas o 
ensaio não gerou resultados satisfatórios. Nenhum dos SNPs, no gene ACE, 
genotipados pelo sistema TaqMan
®
 OpenArray
® 
está em LD com estes dois SNPs.  
O rs4363 pode ser um SNP interessante porque, embora seja intrónico, está 
localizado numa zona de splicing (6 bases afastado do exão). As características de cada 
um dos SNPs encontram-se reunidas na Tabela 3.10. 
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Tabela 3.10: Descrição dos SNPs ACE_rs12720743 e ACE_rs4363 identificados por sequenciação. 
 
Os genótipos dos SNPs rs12720743 e rs4363 para as amostras sequenciadas: 88, 
92, 95, 96, 101, 105, 107 do fenótipo A, 10, 17, 31, 36, 44, 48, 89, 90 do fenótipo B e 1, 
5, 6, 16, 18, 34, 35, 41, 43, 45, 73, 75, 76, 77, 83, 87, 94, 97, 98, 99, 100, 137, 198, 247, 
264 do fenótipo C, encontram-se no Anexo III. 
As frequências genotípicas e alélicas dos SNPs ACE_ rs12720743 e ACE_ 
rs4363, para cada fenótipo e para B e C em conjunto (B+C), encontram-se descritas nas 
Tabelas 3.11 e 3.12, respetivamente. Os gráficos das Figuras 3.42 e 3.43 mostram a 
distribuição genotípica nos respetivos fenótipos (A, B, C e B+C) para os 2 SNPs. 
 
Tabela 3.11: Frequências genotípicas e alélicas do ACE_rs12720743 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos A, B, C e B+C. 
 
  
 
 
 
 
Gene ID SNP 
Alteração 
Transcripto 
Frequência 
Europa 
Características 
ACE 
rs12720743 
c.3691+21delT  – 
ENST00000290866 
1000 Genomas: 
-: 0,007 (5) 
T: 0,993 (753) 
-/T: 0,013 (5) 
TT: 0,987 (374) 
 
Intrónico 
 
Validado por: 
1000 Genomas 
rs4363 
c.3692-6G>A –    
ENST00000290866 
1000 Genomas: 
A: 0,441 (334) 
G: 0,559 (424) 
AA: 0,198 (75) 
AG: 0,485 (184) 
GG: 0,317 (120) 
Intrónico, 
local de 
splicing 
Validado por: 
1000 Genomas, 
HapMap 
Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
A TT: 0,86 (6) -/T: 0,14 (1) T: 0,93 (13) -: 0,07 (1) 
B TT: 1,0 (8) -/T: 0 T: 1,0 (16) -: 0 
C TT: 0,96 (24) -/T: 0,04 (1) T: 0,98 (49) -: 0,02 (1) 
B+C TT: 0,97 (32) -/T: 0,03 (1) T: 0,98 (65) -: 0,02 (1) 
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Tabela 3.12: Frequências genotípicas e alélicas do ACE_rs4363 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos A, B, C e B+C. 
 
Fenótipo Freq. genotípicas (n) Freq. alélicas (n) 
A GG: 0,29 (2) AA: 0,14 (1) GA: 0,57 (4) G: 0,8 (8) A: 0,60 (6) 
B GG: 0,125 (1) AA: 0 GA: 0,875 (7) G: 0,56 (9) A: 0,44 (7) 
C GG: 0,32 (8) AA: 0,24 (6) GA: 0,44 (11) G: 0,54 (27) A: 0,46 (23) 
B+C GG: 0,27 (9) AA: 0,18 (6) GA: 0,55 (18) G: 0,55 (36) A: 0,45 (30) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.42: Representação gráfica da genotipagem do ACE_rs12720743 nos indivíduos correspondentes 
aos fenótipos A, B, C e B+C. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3.43: Representação gráfica da genotipagem do ACE_rs4363 nos indivíduos correspondentes aos 
fenótipos A, B, C e B+C. 
 
Apesar do reduzido número de doentes genotipados para ambos os SNPs, os 
resultados encontrados poderão vir a ser interessantes, pelo que numa próxima fase fará 
sentido alargar o estudo dos SNPs rs12720743 e rs4363 aos restantes indivíduos 
selecionados.
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Capítulo 4 
 
Discussão 
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O presente estudo foi efetuado no seguimento de um trabalho realizado no 
laboratório que envolveu a análise de 172 SNPs, selecionados por seleção manual e por 
ferramentas bioinformáticas a partir de 11 genes candidatos, pelo sistema de 
genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
. A genotipagem dos SNPs foi efetuada em 307 
diabéticos do tipo 2 com retinopatia diabética divididos em 3 fenótipos: A - indivíduos 
com RD não progressiva (grupo controlo), B - indivíduos com RD intermédia entre os 
fenótipos A e C, e C - indivíduos com RD agressiva e de progressão rápida. O principal 
objetivo consistiu na identificação de marcadores genéticos associados com o 
desenvolvimento dos fenótipos mais agressivos (B e C) de modo a poder correlacioná-  
-los com a doença. No presente trabalho pretendeu-se alargar o estudo anterior a alguns 
SNPs que não foram possíveis de genotipar pela técnica acima mencionada, por se 
localizarem em regiões complexas do gene, impossibilitando o desenho de ensaios para 
o método em causa. Assim, os SNPs NOS1_rs77074921, NOS1_rs76839820, 
MTHFR_rs72552099, ACE_rs8075924, ACE_rs4357, ACE_rs121912703, 
ACE_rs113110741 e ACE_rs12720744 foram propostos genotipar com a técnica Allele-
Specific PCR num sistema de PCR em tempo real com MeltDoctor, um método também 
rápido e mais económico que ultrapassou a desvantagem da técnica anterior. A 
genotipagem pela técnica AS-PCR só foi possível após uma longa série de otimizações, 
nomeadamente no desenho de primers específicos, quantidade de primers e condições 
ótimas de PCR. Esta análise foi, posteriormente, complementada com sequenciação 
pelo método de Sanger de algumas amostras para confirmação dos resultados obtidos 
por AS-PCR. A genotipagem começou sempre pelos indivíduos dos fenótipos B e C, 
relacionados com a progressão da RD, e quando mais que um genótipo era identificado 
estendeu-se aos indivíduos do fenótipo A (grupo controlo).  
Apenas foi possível otimizar os ensaios de genotipagem pela técnica AS-PCR 
para os SNPs NOS1_rs77074921, NOS1_rs76839820, MTHFR_rs72552099, 
ACE_rs8075924, ACE_rs4357. Os SNPs do gene NOS1 e MTHFR foram genotipados 
somente nos fenótipos B e C, e os SNPs do gene ACE nos 3 fenótipos. Devido às 
regiões altamente complexas do gene onde os SNPs se localizavam, isto é, devido à 
proximidade entre SNPs, os ACE_rs121912703, ACE_rs113110741 e 
ACE_rs12720744 não foram estudados por esta técnica, mas sim por sequenciação de 
Sanger em 40 indivíduos (7 do fenótipo A, 8 do fenótipo B e 25 do fenótipo C). Ao 
proceder-se à análise pormenorizada das sequências de Sanger geradas para confirmar 
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resultados obtidos pela técnica AS-PCR ou para genotipar os SNPs mencionados, foram 
identificados 3 outros SNPs: MTHFR_rs1801131, ACE_rs12720743 e ACE_4363. 
Relativamente à associação de cada SNP estudado com a progressão da RD esta 
está discutida de seguir. 
 
4.1. Análise dos resultados de AS-PCR e 
sequenciação de Sanger 
 
4.1.1. Gene NOS1 
 
As alterações rs77074921 e rs76839820 localizam-se em exões do gene NOS1 e 
correspondem a mutações não sinónimas, ou seja, a troca do nucleótido leva à alteração 
do aminoácido correspondente, o que pode levar a consequências estruturais e 
funcionais na proteína codificada [115]. O rs77074921 (CGC/TGC) corresponde à troca 
de uma arginina, um aminoácido polar básico (com carga positiva), por uma cisteína, 
um aminoácido polar neutro, de estrutura mais pequena [146, 147]. O rs76839820 
(ACG/ATG) corresponde à troca de uma treonina, um aminoácido polar neutro e, por 
isso, pequeno, que possui um grupo hidroxilo muito reativo, por uma metionina, um 
aminoácido apolar, não reativo [146, 147]. Devido à não reatividade da metionina, as 
pontes de hidrogénio que a treonina (aminoácido reativo) pode formar com um vasto 
leque de substratos polares está comprometida [147]. De acordo com a base de dados 
Ensembl, as alterações possuem o grau de patogenicidade de deleterious e probably 
damaging previstas pelo software SIFT e Polyphen, respetivamente, ou seja, apresentam 
um forte potencial patogénico para os SNPs. Assim, de acordo com as suas 
propriedades e com a previsão de patogenicidade, estas alterações de aminoácido podem 
ter um grande impacto na estrutura e função da proteína.  
Para as duas alterações (rs77074921 e rs76839820), a base de dados Ensembl 
não possui quaisquer dados de frequência em nenhuma população, concluindo-se que 
não existem estudos das mesmas ou então que os estudos efetuados não são 
significativos para entrarem para esta base de dados.  
No presente trabalho, o resultado da genotipagem mostrou que estes SNPs são 
monomórficos, ou seja, todos os indivíduos analisados apresentam o mesmo genótipo 
pelo que não há evidências diretas da sua associação com a progressão da RD, uma vez 
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que não foi analisado o grupo controlo. A falta de frequências na base de dados e da 
referência destes SNPs na literatura sugerem que não há estudos feitos ou pelo menos 
que não se encontrou, até à data, qualquer associação deles com a retinopatia, embora se 
tenha conhecimento que num estado precoce da RD o NO, produzido através da ação da 
NOS1, está envolvido na leucostase e quebra da barreira hemato-retiniana pela ativação 
de ICAM-1 e, portanto, alguns SNPs do NOS1 que afetem a conformação ou atividade 
da sintase poderão estar associados a estes fenómenos [9]. 
 
4.1.2. Gene MTHFR 
 
O rs72552099 (AGT/CGT), localizado no gene MTHFR, é uma alteração 
exónica que corresponde a uma mutação não sinónima, em que ocorre a troca de uma 
serina, um aminoácido polar neutro, com as mesmas propriedades da treonina, por uma 
arginina, um aminoácido polar básico [146, 147]. Esta alteração possui o grau de 
patogenicidade de deleterious e benign prevista pelo SIFT e Polyphen, respetivamente, 
ou seja, o potencial patogénico para este SNP é um pouco menor que para os anteriores, 
pelo que se conclui que a alteração do aminoácido na proteína não deve afetar de forma 
significativa a sua função. 
Na base de dados Ensembl esta alteração também não possui dados de 
frequência em nenhuma população. No entanto, este SNP foi estudado também pela 
Universidade de Stanford, a única indicação de frequências descrita.  
A genotipagem por AS-PCR também revelou o rs72552099 como monomórfico, 
e visto que também não são encontrados mais estudos com este SNP, não há evidências 
da sua associação com a progressão da RD.  
 
O rs1801131, encontrado neste estudo pela análise das sequências de Sanger, 
também está presente no gene MTHFR e corresponde a uma mutação não sinónima. A 
alteração (GAA/GCA) corresponde à troca de um glutamato, um aminoácido polar 
ácido (com carga negativa), por uma alanina, um aminoácido apolar, de tamanho 
reduzido, [146, 147]. De acordo com as propriedades dos aminoácidos, a alteração 
poderia trazer consequências para a proteína, mas apenas possui o grau de 
patogenicidade de tolerated e benign pelos softwares SIFT e Polyphen, respetivamente. 
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No entanto, esta mutação está descrita como envolvida na deficiência da proteína 
MTHFR, na esquizofrenia, embora não sendo considerada patogénica. 
Na base de dados Ensembl esta alteração possui dados de frequência para a 
população europeia registada em estudos efetuados no Projeto dos 1000 Genomas 
(Tabela 3.8) e no Projeto Internacional HapMap, cujos dados são concordantes com os 
presentes neste trabalho, ou seja, para a população portuguesa (Tabela 3.9).  
O rs1801131 é tagged de um SNP anteriormente analisado pelo sistema 
TaqMan
®
 OpenArray
®
 (rs4846049). O rs4846049 situa-se na região 3’UTR 
(c.*372A>C), está descrito na base de dados Ensembl como tendo o rs1801131 como 
tagged-SNP, possui dados de frequência para a população europeia semelhantes com os 
do rs1801131 em estudos também efetuados no Projeto dos 1000 Genomas (Tabela 3.8) 
e no Projeto Internacional HapMap. Pela análise das respetivas frequências alélicas e 
genotípicas nos doentes de RD em estudo, confirmou-se que estes SNPs estão de facto 
em linkage (Tabela 3.9). Para o rs4846049 não se verificou uma associação entre o 
genótipo e o fenótipo na análise dos dados de genotipagem realizada no trabalho 
anterior, pelo que a mesma conclusão pode ser tirada para o rs1801131.  
 
A produção deficiente da proteína MTHFR pode ser causada por alterações na 
sequência do gene [96]. A atividade diminuída desta proteína leva à diminuição de 
folato que é utilizado na remetilação de homocisteína em metionina [91, 93, 94, 96, 97]. 
Deste modo a homocisteína concentra-se no plasma em quantidades elevadas e a 
metionina, necessária para a síntese de proteínas, é claramente produzida em menor 
quantidade [94, 97]. A hiperhomocisteinémia em diabéticos tem sido de certa forma, 
relacionada com a RD [3, 90, 98]. Neste sentido, o polimorfismo C677T (Ala222Val) 
(rs1801133), descoberto por Frosst et al., em 1995, foi descrito como um dos 
responsáveis por prejudicar a atividade da MTHFR, estando associado a 
hiperhomocisteinémia leve [93, 97-100, 148]. Num estudo feito com indivíduos 
diabéticos do tipo 2 na população Japonesa, este polimorfismo foi confirmado como um 
fator de risco para a RD em condições de hiperglicémia, posteriormente comprovado 
para outras populações [93, 98]. A atividade diminuída desta proteína leva também ao 
aumento do risco de doenças cardiovasculares, como se comprovou, na população 
chinesa, pela presença do rs4846049, e os rs1801131 e rs1801133 foram associados 
com problemas cerebrais [100, 149, 150].  
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4.1.3. Gene ACE  
 
Os SNPs rs8075924 e rs4357 são alterações intrónicas (c.1970-1525C>T e 
c.3282-103C>T, respetivamente), do gene ACE. A base de dados Ensembl apresenta 
dados de frequência para a população europeia registada em estudos efetuados no 
Projeto dos 1000 Genomas (Tabela 3.1) e no Projeto Internacional HapMap. Os valores 
apresentados encontram-se concordantes com as frequências obtidas neste trabalho 
(Tabela 3.5 e Tabela 3.6). 
Pelos resultados de AS-PCR, estudado em todos os indivíduos dos fenótipos A, 
B e C, no presente trabalho registou-se a presença dos 3 genótipos no rs8075924 mas, 
apesar disso, as frequências alélicas e genotípicas obtidas, igualmente distribuídas pelos 
3 fenótipos, sugerem que este SNP não é relevante para a progressão da doença. Para o 
rs4357observou-se a ocorrência de uma amostra CT no fenótipo mais agressivo (CC = 
0,993 e CT = 0,007), o que num estudo com um maior número de indivíduos poderá 
demonstrar-se interessante. 
 
O rs121912703 (CCG/CTG), uma alteração exónica localizada no gene ACE 
corresponde a uma mutação não sinónima que ocorre pela troca de uma prolina por uma 
leucina. Ambos os aminoácidos são apolares, não reativos e raramente envolvidos na 
função da proteína [146, 147]. Assim, a probabilidade de alterações na função da 
proteína é mais reduzida, mas como a prolina é mais pequena que a leucina, a estrutura 
da proteína ACE poderá ser afetada, tal como está indicado pelo grau de patogenicidade 
de tolerated e probably damaging pelos softwares SIFT e PolyPhen, respetivamente 
[147]. Este resultado poderá indicar um potencial patogénico para o SNP.  
Esta alteração não possui quaisquer dados de frequência em nenhuma população 
nem se encontra validado por nenhuma entidade, como se pode verificar na base de 
dados Ensembl. É também reportada a informação clínica para este SNP cuja alteração é 
considerada patogénica com aumento da proteína ACE no soro, contudo não se encontra 
referida na literatura. 
 No entanto, pela análise dos resultados apresentados no presente trabalho este 
SNP é monomórfico, e desta forma não há evidências de associação com a progressão 
da RD. Visto que está descrito a sua associação com o aumento de ACE (no Ensembl), 
será importante alargar a genotipagem deste SNP a mais indivíduos, pois aqui apenas 
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foram estudadas 40 amostras de DNA (7 do fenótipo A, 8 do fenótipo B e 25 do 
fenótipo C).  
 
O rs113110741 localizado num intrão (c.3691+1G>C) do gene ACE, situa-se 
num local de splicing essencial, uma base afastado do exão, um lugar chave para ocorrer 
alteração da expressão da proteína. Para além da base de dados Ensembl não possuir 
quaisquer dados de frequência em nenhuma população para este SNP, nem se encontrar 
validado por nenhuma entidade, os resultados da sequenciação deste trabalho 
apresentam-no como monomórfico pelo que poderá não ser associado à progressão da 
RD.  
 
Os SNPs rs12720744 e rs4363 são alterações intrónicas 5 bases afastada do exão 
(c.3691+5C>T)  e  6 bases afastada do exão (c.3692-6G>A), respetivamente, no gene 
ACE. Estas alterações situam-se também num local de splicing. Na base de dados 
Ensembl estes SNPs possuem dados de frequência para a população Europeia registada 
em estudos efetuados no Projeto dos 1000 Genomas (rs12720744 – Tabela 3.1 e rs4363 
– Tabela 3.10), cujos dados são concordantes com os obtidos no presente trabalho 
(rs12720744 – Tabela 3.7 e rs4363 – Tabela 3.12). 
Neste trabalho, o rs12720744, para os fenótipos B+C, apresenta uma frequência 
de 0,97 de genótipo CC (32 amostras) e 0,03 de genótipo CT (1 amostra), mas como em 
7 amostras do fenótipo A uma amostra tem o genótipo CT, a presença do alelo T poderá 
não estar associada à progressão da RD.  
Ainda assim, a genotipagem dos restantes indivíduos será necessária para melhor 
compreender o eventual envolvimento de rs12720744 e rs4363 na doença por estarem 
localizados num local de splicing, o que pode alterar a expressão da proteína ACE. 
 
O rs12720743, localizado num intrão (c.3691+21delT) do gene ACE, 
corresponde a uma deleção do nucleótido T. Na base de dados Ensembl esta alteração 
possui dados de frequência para a população europeia registada em estudos efetuados no 
Projeto dos 1000 Genomas (Tabela 3.10), cujos dados são concordantes com os obtidos 
neste trabalho (Tabela 3.11). É de referir ainda que apenas está registada esta alteração 
para 1% da população Europeia e para 12% da população Africana. 
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Esta proteína (ACE), como foi anteriormente referido, tem um papel importante 
na regulação da pressão sanguínea pelo RAS, desencadeando alterações no olho quando 
os seus níveis são mais elevados e consequentemente leva ao desenvolvimento de RD e 
as alterações encontradas poderão estar envolvidas na alteração da proteína [16, 19, 23, 
27, 38, 39, 47]. 
 
4.2. Técnica AS-PCR 
 
A técnica de AS-PCR, apesar de elegante, veio a revelar-se bastante complexa e 
passível de otimização extensa ensaio a ensaio, o que sugere ser uma técnica de 
aplicação limitada.  
O desenho de primers é fundamental para a obtenção de bons resultados. Por 
exemplo, estes devem ser desenhados com um mismatch na penúltima ou antepenúltima 
(-2 ou -3, respetivamente) base da extremidade 3’. Em estudos realizados anteriormente 
já tinha sido feita a comparação dos resultados obtidos com primers em cada uma destas 
posições, tendo sido registada preferência pelo mismatch na antepenúltima base devido 
ao aumento de especificidade e sensibilidade assinaladas, em relação ao mismatch na 
penúltima base (Hézard et al. em 1997). No entanto, não foi registada qualquer 
preferência em relação à posição do mismatch, em estudos feitos por Birdsell et al. em 
2012, pois obteve-se resultados semelhantes com o mismatch nas diferentes posições 
[133, 151]. No presente trabalho também não é possível definir uma posição 
preferencial do mismatch nos primers, pois uns SNPs geraram melhores resultados com 
uma alteração e outros com outra (Tabela 2.2).  
Outra característica a ter em conta quando os primers são desenhados é a cauda 
GC na sua extremidade 5’ que não pode ter mais de 15 bases para não interferir na sua 
hibridização com o molde; a diferença máxima de 2ºC entre a Tm dos primers; a 
diferença igual ou superior a 3ºC na Tm dos amplicões para que seja percetível a 
separação dos picos das curvas de melting referentes a cada um dos alelos e a 
concentração dos primers entre 0,1 e 0,2µM, sendo fundamental uma maior 
concentração do primer comum, que dos específicos, nas reações de PCR efetuadas no 
mesmo poço de reação.  
Neste trabalho foram utilizados nas reações de genotipagem 1ng/µL de DNA 
molde para os SNPs NOS1_rs77074921, MTHFR_rs72552099, ACE_rs8075924 e 
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ACE_rs4357, e entre 0,5ng/µL e 0,75ng/µL de DNA para o NOS1_rs76839820; os 
fragmentos usados como controlos positivos nem sempre geraram o mesmo perfil das 
curvas de melting que os DNAs das amostras, talvez pela quantidade elevada de 
fragmentos de controlo utilizada, pelo que, nestes casos, a sequenciação das amostras 
por Sanger foi fundamental. Todos os SNPs foram analisados em reações com os 
primers específicos, para cada um dos alelos sob estudo, e o primer comum no mesmo 
tubo, o que aumenta a fiabilidade dos dados gerados e diminui o tempo e os custos 
associados à utilização da técnica.  
Para além destas vantagens existem outras, como a obtenção dos resultados 
imediatamente após a PCR sem ser necessário manipular o produto em eletroforeses ou 
com enzimas de restrição, evitando assim contaminações.  
Estas vantagens contrastam com o tempo e custos despendidos nas reações de 
otimização, realizadas de forma individual e específica para cada SNP e embora se 
tenha conseguido otimizar a técnica para a maioria dos SNPs considerados inicialmente, 
não foi possível otimizá-la para 3 deles devido à zona complexa em que se situavam no 
gene (Figura 3.29): ACE_rs121912703, ACE_rs113110741 e ACE_rs12720744. Estes 
SNPs, como se situam muito próximos entre si no gene, para genotipar o rs113110741 
tinham que se desenhar primers numa zona da sequência que incluía o rs121912703, no 
caso do primer específico ser o forward e o rs12720744 no caso do primer específico 
ser o reverse, o que poderia não produzir resultados se estivessem presentes as duas 
alterações nas diferentes amostras dos doentes. Para além disso, os primers específicos 
que se conseguiram desenhar para rs121912703 e rs12720744, também não produziram 
resultados válidos, pois a sequência que circunda os SNPs é muito rica em conteúdo 
GC.  
 
4.3. Perspetivas futuras 
 
 
Como perspetivas para um próximo trabalho poder-se-ão apontar: 
 
1. Aumentar o número de indivíduos em estudo para genotipagem dos SNPs 
ACE_rs12720744, ACE_rs12720743 e o ACE_rs4363, pois foram somente 
analisados em 40 doentes. 
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2. Associar os dados obtidos no presente trabalho com as outras alterações 
descritas no projeto relativamente à doença, de modo a clarificar se várias 
alterações em conjunto conduzem ao aumento da expressão dos genes 
implicados no desenvolvimento e progressão da RD.   
 
3. Comprovar o efeito da novas alterações encontradas no presente trabalho, 
através de mutantes dos genes aqui referidos, para ver o efeito na proteína, num 
organismo modelo como, por exemplo, o rato, muito utilizados neste tipo de 
doenças, ou fazer expressão no peixe-zebra adulto, que possui uma vasculatura 
retinal semelhante à dos humanos, ou em Drosophila melanogaster.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
Capítulo 5 
 
Conclusão 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
95 
 
No presente trabalho foram estudados um total de 11 SNPs de 3 genes (NOS1, 
MTHFR e ACE) em 307 diabéticos do tipo 2 com RD divididos em 3 fenótipos (A - 
indivíduos com RD não progressiva (grupo controlo), B - indivíduos com RD 
intermédia entre os fenótipos A e C, e C - indivíduos com RD agressiva e de progressão 
rápida) com o objetivo de perceber a associação das alterações com o desenvolvimento 
da doença.  
Os SNPs NOS1_rs77074921, NOS1_rs76839820 e MTHFR_rs72552099 foram 
genotipados pela técnica Allele-Specific PCR num sistema de PCR em tempo real com 
MeltDoctor. No entanto, apenas foi possível estudar por sequenciação de Sanger os 
SNPs ACE_rs121912703, ACE_rs113110741 e ACE_rs12720744, pois a sua 
proximidade no gene impossibilitou o desenho de primers, bem como os SNPs 
MTHFR_rs1801131, ACE_rs12720743 e ACE_rs4363, que não estavam inicialmente 
selecionados para estudo, mas foram detetados quando se procedeu à análise das 
sequências de Sanger. 
Os resultados deste estudo mostraram que os SNPs NOS1_rs77074921, 
NOS1_rs76839820, MTHFR_rs72552099, ACE_rs121912703 e ACE_rs113110741 são 
monomórficos, ou seja, todos os indivíduos analisados apresentam o mesmo genótipo, o 
que é indicativo da falta de associação destes SNPs com a progressão da RD. Para o 
ACE_rs8075924 observou-se a presença dos 3 genótipos. Contudo, as frequências 
alélicas e genotípicas obtidas encontram-se igualmente distribuídas pelos 3 fenótipos, 
sugerindo que este polimorfismo não é relevante para a progressão da RD.  
Pela análise das frequências alélicas e genotípicas foi possível confirmar que o 
SNP MTHFR_rs1801131 é tagged do MTHFR_rs4846049, anteriormente genotipado 
pelo sistema TaqMan
®
 OpenArray
®
 e não associado com a RD, indicando assim a 
ausência de associação do MTHFR_rs1801131 na progressão da doença. 
O ACE_rs4357 apresentou uma amostra com genótipo CT no fenótipo C em 307 
indivíduos estudados. O ACE_rs12720744 também apresentou um indivíduo 
heterozigótico nesse fenótipo, embora também tenha surgido um indivíduo 
heterozigótico no fenótipo A num total de 40 DNAs genotipados. Para os SNPs 
ACE_rs12720743 e ACE_rs4363 não se verificou uma distribuição equiparada pelos 3 
fenótipos. Assim sendo, estes SNPs poderão revelar alguma associação com a 
progressão da RD, após o estudo com um número mais alargado de indivíduos. 
Relativamente à técnica AS-PCR, esta revelou-se morosa para a genotipagem 
dos SNPs, pois o primeiro passo da sua aplicação foi o extenso trabalho de otimização 
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realizado SNP a SNP (Anexo IV – Optimização da técnica AS-PCR). Ainda assim, esta 
técnica não permitiu a genotipagem de todos os SNPs em alternativa ao sistema de 
genotipagem TaqMan
®
 OpenArray
®
, pois para alguns SNPs não foi possível desenhar 
primers que amplificassem a região onde estes se localizavam, tendo de se recorrer à 
sequenciação de Sanger para a sua genotipagem, sendo esta um método mais 
dispendioso. 
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ANEXO I – Genótipo das amostras para os SNPs rs77074921 e 
rs76839820 do gene NOS1. 
 
Gene NOS1 
ID SNP rs77074921 rs76839820 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
10 
B 
GG GG 
12 GG GG 
17 GG GG 
25 GG GG 
30 GG GG 
31 GG GG 
32 GG GG 
36 GG GG 
44 GG GG 
48 GG GG 
50 GG GG 
61 GG GG 
81 GG GG 
82 GG GG 
84 GG GG 
85 GG GG 
89 GG GG 
90 GG GG 
103 GG GG 
111 GG GG 
114 GG GG 
115 GG GG 
116 GG GG 
118 GG GG 
121 GG GG 
122 GG GG 
123 GG GG 
125 GG GG 
126 GG GG 
127 GG GG 
140 GG GG 
144 GG GG 
151 GG GG 
154 GG GG 
155 GG GG 
156 GG GG 
158 GG GG 
159 GG GG 
162 GG GG 
168 GG GG 
169 GG GG 
171 GG GG 
176 GG GG 
178 GG GG 
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ANEXO I – Genótipo das amostras para os SNPs rs77074921 e 
rs76839820 do gene NOS1. (continuação) 
 
Gene NOS1 
ID SNP rs77074921 rs76839820 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
182 
B 
GG GG 
192 GG GG 
202 GG GG 
206 GG GG 
207 GG GG 
209 GG GG 
210 GG GG 
213 GG GG 
217 GG GG 
219 GG GG 
223 GG GG 
227 GG GG 
230 GG GG 
231 GG GG 
232 GG GG 
233 GG GG 
243 GG GG 
244 GG GG 
248 GG GG 
260 GG GG 
261 GG GG 
265 GG GG 
267 GG GG 
269 GG GG 
270 GG GG 
271 GG GG 
274 GG GG 
277 GG GG 
279 GG GG 
287 GG GG 
288 GG GG 
293 GG GG 
294 GG GG 
305 GG GG 
1 
C 
GG GG 
2 GG GG 
4 GG GG 
5 GG GG 
6 GG GG 
11 GG GG 
15 GG GG 
16 GG GG 
18 GG GG 
19 GG GG 
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ANEXO I – Genótipo das amostras para os SNPs rs77074921 e 
rs76839820 do gene NOS1. (continuação) 
 
Gene NOS1 
ID SNP rs77074921 rs76839820 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
20 
C 
GG GG 
22 GG GG 
23 GG GG 
24 GG GG 
26 GG GG 
27 GG GG 
28 GG GG 
29 GG GG 
33 GG GG 
34 GG GG 
35 GG GG 
37 GG GG 
41 GG GG 
42 GG GG 
43 GG GG 
45 GG GG 
47 GG GG 
49 GG GG 
51 GG GG 
52 GG GG 
53 GG GG 
54 GG GG 
56 GG GG 
57 GG GG 
58 GG GG 
59 GG GG 
60 GG GG 
62 GG GG 
63 GG GG 
65 GG GG 
67 GG GG 
68 GG GG 
70 GG GG 
71 GG GG 
72 GG GG 
73 GG GG 
74 GG GG 
75 GG GG 
76 GG GG 
77 GG GG 
78 GG GG 
80 GG GG 
83 GG GG 
87 GG GG 
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ANEXO I – Genótipo das amostras para os SNPs rs77074921 e 
rs76839820 do gene NOS1. (continuação) 
 
Gene NOS1 
ID SNP rs77074921 rs76839820 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
91 
C 
GG GG 
93 GG GG 
94 GG GG 
97 GG GG 
98 GG GG 
99 GG GG 
100 GG GG 
102 GG GG 
104 GG GG 
106 GG GG 
108 GG GG 
109 GG GG 
113 GG GG 
117 GG GG 
119 GG GG 
120 GG GG 
124 GG GG 
128 GG GG 
129 GG GG 
130 GG GG 
136 GG GG 
137 GG GG 
138 GG GG 
139 GG GG 
142 GG GG 
147 GG GG 
148 GG GG 
149 GG GG 
150 GG GG 
157 GG GG 
160 GG GG 
161 GG GG 
163 GG GG 
165 GG GG 
166 GG GG 
167 GG GG 
173 GG GG 
174 GG GG 
179 GG GG 
181 GG GG 
183 GG GG 
184 GG GG 
185 GG GG 
186 GG GG 
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ANEXO I – Genótipo das amostras para os SNPs rs77074921 e 
rs76839820 do gene NOS1. (continuação) 
 
Gene NOS1 
ID SNP rs77074921 rs76839820 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
190 
C 
GG GG 
194 GG GG 
195 GG GG 
196 GG GG 
197 GG GG 
198 GG GG 
199 GG GG 
200 GG GG 
203 GG GG 
204 GG GG 
205 GG GG 
208 GG GG 
214 GG GG 
220 GG GG 
221 GG GG 
222 GG GG 
225 GG GG 
228 GG GG 
229 GG GG 
234 GG GG 
237 GG GG 
239 GG GG 
240 GG GG 
241 GG GG 
242 GG GG 
245 GG GG 
246 GG GG 
247 GG GG 
249 GG GG 
250 GG GG 
251 GG GG 
253 GG GG 
256 GG GG 
257 GG GG 
259 GG GG 
263 GG GG 
264 GG GG 
272 GG GG 
273 GG GG 
275 GG GG 
276 GG GG 
278 GG GG 
280 GG GG 
281 GG GG 
116 
 
ANEXO I – Genótipo das amostras para os SNPs rs77074921 e 
rs76839820 do gene NOS1. (continuação) 
 
Gene NOS1 
ID SNP rs77074921 rs76839820 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
282 
C 
GG GG 
289 GG GG 
298 GG GG 
299 GG GG 
300 GG GG 
302 GG GG 
303 GG GG 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
A 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
... ... GG CC CC 
8 ... ... TG CT CC 
9 ... ... TG CC CC 
13 ... ... TT CT CC 
14 ... ... TG CC CC 
21 ... ... GG CC CC 
38 ... ... GG CC CC 
39 ... ... GT CC CC 
40 ... ... TT CT CC 
46 ... ... GG CC CC 
55 ... ... TT CC CC 
64 ... ... GG CC CC 
66 ... ... GG CT CC 
69 ... ... TG CC CC 
79 ... ... GT CC CC 
86 ... ... GG CT CC 
88 ... ... TT CC CC 
92 ... ... TG CC CC 
95 ... ... GG CC CC 
96 ... ... TG CC CC 
101 ... ... GG CC CC 
105 ... ... TG CC CC 
107 ... ... TG CT CC 
110 ... ... GG CT CC 
112 ... ... GG CC CC 
131 ... ... TT CC CC 
132 ... ... GG CT CC 
133 ... ... TT CT CC 
134 ... ... TG CC CC 
135 ... ... TG CC CC 
141 ... ... TT CC CC 
143 ... ... GG CC CC 
145 ... ... TG CT CC 
146 ... ... TT CT CC 
152 ... ... TG CT CC 
153 ... ... TG CT CC 
164 ... ... TT CC CC 
170 ... ... TG CC CC 
172 ... ... GG CC CC 
175 ... ... TG CC CC 
177 ... ... TG TT CC 
180 ... ... GG CC CC 
187 ... ... TG CT CC 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
187 
A 
... ... TG CT CC 
188 ... ... TG CC CC 
189 ... ... TG CC CC 
191 ... ... GG CC CC 
193 ... ... GG TT CC 
201 ... ... GG CT CC 
211 ... ... TG CT CC 
212 ... ... GG CC CC 
215 ... ... TT CC CC 
216 ... ... TT CC CC 
218 ... ... TG CC CC 
224 ... ... GG CC CC 
226 ... ... GG CT CC 
235 ... ... TT CT CC 
236 ... ... GG CC CC 
238 ... ... TG CC CC 
252 ... ... GG CC CC 
254 ... ... GG CT CC 
255 ... ... TG CT CC 
258 ... ... GG CC CC 
262 ... ... TG CC CC 
266 ... ... TG CC CC 
268 ... ... TG CT CC 
283 ... ... TG CT CC 
284 ... ... GG CC CC 
285 ... ... TT CC CC 
286 ... ... TG CC CC 
290 ... ... TG CC CC 
291 ... ... TG CC CC 
292 ... ... TG CC CC 
295 ... ... TT CT CC 
296 ... ... GG CT CC 
297 ... ... TG CC CC 
301 ... ... TT CC CC 
304 ... ... GG CC CC 
306 ... ... TG CT CC 
307 ... ... TT CT CC 
7 
B 
TT ... TG CT CC 
10 TT ... TG CT CC 
12 TT ... GG CC CC 
17 TT ... GG CC CC 
25 TT ... TG CT CC 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
30 
B 
TT ... GG CC CC 
31 TT ... TG CC CC 
32 TT ... TG CC CC 
36 TT ... TG CT CC 
44 TT ... GG CC CC 
48 TT ... GG CC CC 
50 TT ... TG CC CC 
61 TT ... GG CC CC 
81 TT ... GG CC CC 
82 TT ... GG CC CC 
84 TT ... TG CC CC 
85 TT ... TG CC CC 
89 TT ... TG CC CC 
90 TT ... TG CC CC 
103 TT ... TG CC CC 
111 TT ... TT CT CC 
114 TT ... TG TT CC 
115 TT ... GG CC CC 
116 TT ... GG CT CC 
118 TT ... GG CC CC 
121 TT GG TT CC CC 
122 TT ... TG CC CC 
123 TT ... TG CT CC 
125 TT GG TT CT CC 
126 TT ... GG CC CC 
127 TT ... TT CT CC 
140 TT ... GG CC CC 
144 TT ... GG CC CC 
151 TT ... TT CC CC 
154 TT ... GG CC CC 
155 TT ... GG CT CC 
156 TT ... GG CT CC 
158 TT ... TG CT CC 
159 TT ... GG CC CC 
162 TT ... TG CC CC 
168 TT ... GG CC CC 
169 TT ... GG CT CC 
171 TT ... GG CC CC 
176 TT ... TG CC CC 
178 TT ... TG CT CC 
182 TT ... TG CC CC 
192 TT ... GG CT CC 
120 
 
ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
202 
B 
TT ... GG CC CC 
206 TT GG TT CC CC 
207 TT ... GG CC CC 
209 TT GG TT CT CC 
210 TT ... TG CT CC 
213 TT ... TT CC CC 
217 TT ... TT CC CC 
219 TT ... TG CC CC 
223 TT ... GG CC CC 
227 TT ... GG CC CC 
230 TT ... TG CC CC 
231 TT ... GG CC CC 
232 TT ... TG CT CC 
233 TT ... TG CC CC 
243 TT ... GG CC CC 
244 TT ... GG CT CC 
248 TT ... TG CT CC 
260 TT ... TT CT CC 
261 TT ... TG CC CC 
265 TT ... GG CC CC 
267 TT ... GG CT CC 
269 TT ... TT TT CC 
270 TT ... TT TT CC 
271 TT ... TG CC CC 
274 TT ... GG CT CC 
277 TT ... GG CT CC 
279 TT ... GG CC CC 
287 TT ... TG CC CC 
288 TT ... TG TT CC 
293 TT ... GG CC CC 
294 TT ... TG CC CC 
305 TT ... TG TT CC 
1 
C 
TT TG TG CT CC 
2 TT ... GG TT CC 
4 TT ... TG CT CC 
5 TT ... GG CT CC 
6 TT ... TG CC CC 
11 TT ... GG CC CC 
15 TT ... TG CC CC 
16 TT ... TG CT CC 
18 TT TG TG CC CC 
19 TT ... GG CC CC 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
20 
C 
TT ... GG CT CC 
22 TT ... TG CT CC 
23 TT ... TT CT CC 
24 TT ... TG CC CC 
26 TT ... TG CT CC 
27 TT ... TG CC CC 
28 TT GG TT TT CC 
29 TT GG TT TT CC 
33 TT ... GG CT CC 
34 TT ... GG CC CC 
35 TT TT GG CT CC 
37 TT ... TG CC CC 
41 TT TT GG CT CT 
42 TT ... TG CT CC 
43 TT TT GG CC CC 
45 TT TG TG CT CC 
47 TT ... GG CC CC 
49 TT ... TT CC CC 
51 TT ... TG CC CC 
52 TT ... TG TT CC 
53 TT ... GG CT CC 
54 TT ... TG CC CC 
56 TT ... GG CC CC 
57 TT ... GG CC CC 
58 TT ... TG CT CC 
59 TT ... TG CT CC 
60 TT ... GG CC CC 
62 TT ... GG CT CC 
63 TT ... GG CT CC 
65 TT ... GG CT CC 
67 TT ... TG CC CC 
68 TT ... TG CT CC 
70 TT ... GG CT CC 
71 TT ... GG CC CC 
72 TT ... TG CC CC 
73 TT ... GG CC CC 
74 TT ... GG CC CC 
75 TT ... GG CC CC 
76 TT ... GG CC CC 
77 TT ... GG CC CC 
78 TT ... GG CT CC 
80 TT ... TG CT CC 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
83 
C 
TT ... GG CC CC 
87 TT ... GG CT CC 
91 TT ... TG CC CC 
93 TT GG TT CC CC 
94 TT ... TG CC CC 
97 TT ... TG CC CC 
98 TT ... GG CC CC 
99 TT ... TG CC CC 
100 TT ... GG CC CC 
102 TT ... GG CT CC 
104 TT ... GG CC CC 
106 TT ... TG CC CC 
108 TT ... GG CC CC 
109 TT ... GG CC CC 
113 TT ... GG TT CC 
117 TT ... GG CT CC 
119 TT ... TG CC CC 
120 TT ... TG CT CC 
124 TT ... TG TT CC 
128 TT ... GG CT CC 
129 TT ... TG TT CC 
130 TT ... TT CC CC 
136 TT ... TG CC CC 
137 TT GG TT CC CC 
138 TT ... TG CT CC 
139 TT ... GG CC CC 
142 TT ... GG CC CC 
147 TT ... GG CC CC 
148 TT ... GG CC CC 
149 TT ... GG CC CC 
150 TT ... GG CC CC 
157 TT ... TG CC CC 
160 TT ... GG CT CC 
161 TT ... TG CC CC 
163 TT ... TG CT CC 
165 TT ... TT CC CC 
166 TT ... TT TT CC 
167 TT ... TT CC CC 
173 TT ... TT CC CC 
174 TT ... GG CC CC 
179 TT ... GG CC CC 
181 TT ... TG CT CC 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
183 
C 
TT ... TG CT CC 
184 TT ... TG CT CC 
185 TT ... TG CT CC 
186 TT ... GG CC CC 
190 TT ... GG CC CC 
194 TT ... GG CT CC 
195 TT ... TT CC CC 
196 TT ... GG CC CC 
197 TT ... GG CT CC 
198 TT GG TT CC CC 
199 TT ... GG CT CC 
200 TT ... TG CC CC 
203 TT ... GG CT CC 
204 TT ... TT CT CC 
205 TT ... TG CC CC 
208 TT ... TG CT CC 
214 TT ... TT CT CC 
220 TT GG TT CT CC 
221 TT ... TT CC CC 
222 TT ... TG CC CC 
225 TT ... TG CT CC 
228 TT ... TG CC CC 
229 TT ... TG CT CC 
234 TT ... TT CC CC 
237 TT ... TG CC CC 
239 TT ... TG CT CC 
240 TT ... TG CC CC 
241 TT ... TG CC CC 
242 TT ... TG CT CC 
245 TT ... GG CC CC 
246 TT ... GG CC CC 
247 TT TT GG CT CC 
249 TT ... TG CC CC 
250 TT ... TG CC CC 
251 TT ... GG CC CC 
253 TT ... GG CC CC 
256 TT ... TG CC CC 
257 TT ... TG CC CC 
259 TT ... GG CC CC 
263 TT ... GG CC CC 
264 TT TT GG CT CC 
272 TT ... GG CC CC 
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ANEXO II – Genótipo das amostras para os SNPs rs72552099, rs1801131 
e rs4846049 do gene MTHFR e rs8075924 e rs4357 do gene ACE. 
(continuação) 
 
Gene MTHFR ACE 
ID SNP rs72552099 rs1801131 rs4846049 rs8075924 rs4357 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
273 
C 
TT ... GG CT CC 
275 TT ... TG CC CC 
276 TT ... GG CC CC 
278 TT ... GG CT CC 
280 TT ... TT CT CC 
281 TT ... TG CC CC 
282 TT ... GG CT CC 
289 TT ... TG CT CC 
298 TT ... TG CT CC 
299 TT ... TG CC CC 
300 TT ... TG CC CC 
302 TT ... TG CC CC 
303 TT ... TG CT CC 
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ANEXO III – Genótipo das amostras para os SNP rs121912703, 
rs113110741, rs12720744, rs12720743 e rs4363 do gene ACE. 
 
Gene ACE 
ID SNP rs121912703 rs113110741 rs12720744 rs12720743 rs4363 
Amostra nr Fenótipo Genótipo 
88 
A 
CC GG CC TT AG 
92 CC GG CC TT AG 
95 CC GG CC TT GG 
96 CC GG CC TT AA 
101 CC GG CC TT GG 
105 CC GG CC TT AG 
107 CC GG CT /T AG 
10 
B 
CC GG CC TT AG 
17 CC GG CC TT AG 
31 CC GG CC TT AG 
36 CC GG CC TT GG 
44 CC GG CC TT AG 
48 CC GG CC TT AG 
89 CC GG CC TT AG 
90 CC GG CC TT AG 
1 
C 
CC GG CC TT GA 
5 CC GG CC TT AA 
6 CC GG CC TT AA 
16 CC GG CC TT AG 
18 CC GG CC TT AA 
34 CC GG CC TT GG 
35 CC GG CC TT GG 
41 CC GG CC TT AA 
43 CC GG CC TT GG 
45 CC GG CC TT GA 
73 CC GG CC TT AG 
75 CC GG CC TT AG 
76 CC GG CC TT AG 
77 CC GG CC TT AG 
83 CC GG CC TT AG 
87 CC GG CC TT AG 
94 CC GG CC TT GG 
97 CC GG CC TT AA 
98 CC GG CC TT AG 
99 CC GG CC TT GG 
100 CC GG CC TT AG 
137 CC GG CC TT GG 
198 CC GG CT /T GG 
247 CC GG CC TT AA 
264 CC GG CC TT GG 
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ANEXO IV – Otimização da técnica AS-PCR 
 
Para a otimização da técnica AS-PCR foram alteradas algumas variáveis, 
nomeadamente, a utilização de primers específicos em reações de PCR separadas e em 
combinação (os dois primers específicos num mesmo poço de reação); alteração da 
concentração dos primers, dos fragmentos de controlo positivo e das amostras de DNA; 
alteração da posição do mismatch na extremidade 3’ do primer específico, do número de 
bases GC da cauda situada na extremidade 5’ do primer, do número de ciclos e da 
temperatura de annealing. O único reagente que não sofreu alterações foi a master mix 
que, em todas as reações, tinha uma concentração de 1x. 
 Foi necessário realizar otimizações concretas para cada SNP e, por isso, os 
resultados apresentados neste capítulo dividem-se também por SNP, tal como no 
Capítulo 3 – Resultados. Todas as otimizações partiram de um ponto comum: os 
primers específicos incluíram o mismatch na penúltima base da extremidade 3’ (Tabela 
I) e as reações foram realizadas com esses primers juntos no mesmo poço de reação. Os 
fragmentos de controlo positivo utilizados, para além dos apresentados no Capítulo 2 – 
Materiais e Métodos, encontram-se na Tabela II. 
 
Tabela I: Pares de primers (F = forward e R = reverse) utilizados para a otimização inicial da 
genotipagem dos SNPs em estudo pela técnica Allele-specific PCR. Temperatura de melting (Tm) para 
cada primer e para cada amplicão e respetivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com 
cauda GC estão indicada(o)s. Cauda de GC encontra-se representada por letras minúsculas. Nucleótidos a 
vermelho – específicos para os alelos sob estudo, nucleótidos a azul – mismatch na penúltima base. 
 
Gene ID  SNP Sequência de primers 
Tm 
Tm 
amplicão Tamanho 
amplicões 
(ºC) 
NOS1 
rs77074921 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGATGGAATAGTAGAG-3' 62 87 
142/157 pb F 5'-GGAGCTGATGGAATAGTAGTA-3' 60 84 
R 5'-GCAGGAGTACGAGGAATGGA-3' 62 - 
rs76839820 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcAAGGTGGTCTCCAGGTGAG-3' 60 84 
89/104 pb F 5'- AAGGTGGTCTCCAGGTGTA-3' 58 80 
R 5'-GAGGTACTCAGAGGCATTG-3' 58 - 
MTHFR rs72552099 
F 5'-CCAGCATCACTCACTTTGTGA-3' 62 - 
93/108 pb R 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGACCAGTGAAGAGC-3' 64 82 
R 5'-GGAGCTGACCAGTGAAGACA-3' 62 78 
ACE rs8075924 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcGAATCATGGAGGCAGACTTTC-3' 62 83 
125/140 pb F 5'-GAATCATGGAGGCAGACTTAT-3' 60 80 
R 5'-ACATCTTCACATGGTGGCAG-3' 60 - 
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Tabela I: Pares de primers (F = forward e R = reverse) utilizados para a otimização inicial da 
genotipagem dos SNPs em estudo pela técnica Allele-specific PCR. Temperatura de melting (Tm) para 
cada primer e para cada amplicão e respetivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com 
cauda GC estão indicada(o)s. Cauda de GC encontra-se representada por letras minúsculas. Nucleótidos a 
vermelho – específicos para os alelos sob estudo, nucleótidos a azul – mismatch na penúltima base. 
(Continuação). 
Gene ID  SNP Sequência de primers 
Tm 
Tm 
amplicão Tamanho 
amplicões 
(ºC) 
ACE 
rs4357 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcCGCAGGAGAATGGGGTGTC-3' 62 85 
135/149 pb F 5'-ACGCAGGAGAATGGGGTGAT-3' 62 82 
R 5'-CTGGTACTTCAGCCTGTCGA-3' 62 - 
rs121912703 
F 5'-ggcgccgcgcgcggcCGCAGTACAACTGGACGAC-3' 60 91 
166/181pb F 5'-CGCAGTACAACTGGACGAT-3' 58 89 
R 5'-CAAGGAGACAGCATGGGCA-3' 60 - 
rs113110741 - _______________________________________ - - - 
rs12720744 
F 5'-CATGTTGAGCTACTTCAAGC-3' 58 - 
126/141pb R 5'- ggcgccgcgcgcggcAGGTGGGGTGGGTGGAG-3' 60 88 
R 5'- GAGGTGGGGTGGGTGGTA-3' 58 85 
 
 
Tabela II: Sequências de DNA utilizadas como controlos positivos das reações de genotipagem dos 
SNPs ACE_ rs121912703 e ACE_rs12720744. As sequências representam cada um dos alelos esperados 
para cada SNP em estudo. O tamanho do amplicão está indicado em pares de bases (pb). Nucleótidos a 
vermelho: possíveis alelos para cada SNP. 
Gene ID SNP Sequência dos fragmentos 
Tamanho 
amplicão 
ACE 
rs121912703 
5’-GGAGAAGCTGGGCTGGCCGCAGTACAACTGGAC 
GCCGAACTCCGGTACCGCCACCCACCCCACCTCCA
GCCTTGGGTCTTAACCCCCTCCCCAGGCTGGGCAG
CCATGCGGCTGACCTCGGAGCCTGGCCCTGCCCCG
CACCCTTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCATGCT
GTCTCCTTGCTTCCCGCTCAGCTCGC-3’ 
200 pb 
5’-GGAGAAGCTGGGCTGGCCGCAGTACAACTGGAC 
GCTGAACTCCGGTACCGCCACCCACCCCACCTCCA
GCCTTGGGTCTTAACCCCCTCCCCAGGCTGGGCAG
CCATGCGGCTGACCTCGGAGCCTGGCCCTGCCCCG
CACCCTTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCTGCCCATGCT
GTCTCCTTGCTTCCCGCTCAGCTCGC-3’ 
200 pb 
rs12720744 
5’-GCCAGCCCAACATGAGCGCCTCGGCCATGTTGA 
GCTACTTCAAGCCGCTGCTGGACTGGCTCCGCACG
GAGAACGAGCTGCATGGGGAGAAGCTGGGCTGGC
CGCAGTACAACTGGACGCCGAACTCCGGTACCGCC
ACCCACCCCACCTCCAGCCTTGGGTCTTAACCCCCT
CCC-3’ 
176 pb 
5’-GCCAGCCCAACATGAGCGCCTCGGCCATGTTGA 
GCTACTTCAAGCCGCTGCTGGACTGGCTCCGCACG
GAGAACGAGCTGCATGGGGAGAAGCTGGGCTGGC
CGCAGTACAACTGGACGCCGAACTCCGGTACTGCC
ACCCACCCCACCTCCAGCCTTGGGTCTTAACCCCCT
CCC-3’ 
176 pb 
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I. Gene NOS1 
 
i.i. rs77074921 (G/A) 
 
Para a otimização do SNP NOS1_rs77074921 foram inicialmente utilizados os 
primers representados na Tabela I, cujos específicos possuem mismatch na penúltima 
base da extremidade 3’. 
 
i.i.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
Foi testado se se obtinham resultados válidos com a adição dos dois primers 
específicos na mesma reacção de PCR, ou seja, no mesmo poço de reacção, como forma 
de poupar tempo e recursos monetários. 
A Figura 1 representa as curvas de melting do produto amplificado das amostras 
de controlo positivo correspondentes ao NOS1_rs77074921. As curvas de melting G e 
A representam a amplificação dos produtos dos fragmentos com os nucleótidos G e A 
na posição do SNP, respetivamente. As condições comuns às 2 reações foram: 0,10µM 
de primers forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’, 
0,20µM de primer reverse e 40 ciclos de PCR com 60ºC de temperatura de annealing. 
Apenas se alterou a concentração dos fragmentos de controlo positivo: (a) e (b) - 
0,001ng/µL e (c) e (d) - 0,000004ng/µL. As curvas GA (Figura 1b e d) dizem respeito a 
um controlo positivo heterozigótico obtido pela combinação de ambos os fragmentos, 
numa proporção de 1:1 e o “c-“ representa o controlo negativo.  
 
Da Figura 1 verifica-se que a combinação dos primers específicos na mesma 
reação de PCR resulta na separação evidente dos picos, pois as Tm apresentadas nas 
curvas são semelhantes às Tm teóricas. No entanto, na curva GA não houve 
separaçãoem dois picos correspondentes às Tm de cada alelo. Das duas concentrações 
de fragmentos apresentadas escolheu-se a 0,000004ng/µL para continuar com a 
otimização, visto que a Figura 1c possui os picos mais uniformes. 
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Figura 1: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20uM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL (a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo 
positivo. a e c – Pico homozigótico para A a 84,5ºC e para G a 86ºC (curvas A e G, respetivamente). b e d 
– O pico heterozigótico apenas é apresentado a 84,5ºC (curva GA). Controlo negativo representado por 
“c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
 
i.i.ii. Variação da quantidade de primers nas reações de PCR 
 
De forma a aumentar a intensidade dos picos das curvas de melting, 
principalmente o G, para tentar igualar a sua fluorescência ao pico da curva A, e para 
ultrapassar o facto do controlo heterozigótico apresentar apenas um pico, aumentou-se a 
quantidade de primers nas reações. As condições foram as mesmas das reações 
apresentadas anteriormente, mas agora com diferentes concentrações de primers: 
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0,20µM e 0,10uM de primers forward específicos para os alelos G e A, respetivamente, 
e 0,20µM de primer reverse. O resultado está apresentado na Figura 2.   
Figura 2: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,20µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos G e A, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,000004ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A a 85ºC e para G a 86ºC (curvas A e G, 
respetivamente). O pico heterozigótico apenas é apresentado a 84,5ºC (curva GA). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
 
Dos resultados da Figura 2 verifica-se que o aumento de quantidade do primer 
específico para o nucleótido G levou, como esperado, ao aumento da intensidade do 
sinal. No entanto há desvantagens que se destacam: a Tm da curva A agora é de 85ºC o 
que se aproxima bastante da curva G (Tm aproximadamente a 86ºC) e o fragmento 
heterozigótico continua a possuir apenas um pico aos 84,5ºC. 
O aumento ainda maior apenas da concentração do primer específico para o 
alelo G (0,30uM) produziu resultados semelhantes aos apresentados na Figura 2 (dados 
não mostrados). 
 
i.i.iii. Alteração da temperatura de annealing 
 
Na tentativa de aumentar a especificidade dos primers realizaram-se reações de 
PCR com 40 ciclos mas com um aumento de temperatura de annealing para 62ºC. As 
restantes condições de PCR e a quantidade de primers foram as mesmas que as 
apresentadas nas reações da Figura 2, assim como os próprios resultados (dados não 
mostrados).   
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Também se realizaram reações a 62ºC de temperatura de annealing, e 40 ciclos 
de PCR, com 0,15µM e 0,10µM de primers forward específicos para os alelos G e A, 
respetivamente, e 0,20µM primer reverse e outras reações com 0,30µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos G e A, respetivamente, e 0,20µM primer 
reverse, mas os resultados (dados não mostrados) foram semelhantes aos da Figura 2, 
ou seja, picos de diferentes alelos com Tm muito próximas e heterozigótico apenas com 
um pico na curva de melting. 
 
i.i.iv. Primers específicos em reações de PCR independentes 
 
Uma vez que não foi possível otimizar a técnica AS-PCR para o 
NOS1_rs77074921 com a utilização de primers específicos combinados na mesma 
reação de PCR, foram testados os resultados com os primers específicos em reações de 
PCR independentes. O objetivo foi perceber se um dos primers estava a ser mais 
específico que o outro, nomeadamente por não ocorrer dois picos no fragmento 
heterozigótico. 
A Figura 3 apresenta o produto de amplificação das reações realizadas a 40 
ciclos de PCR, 60ºC de temperatura de annealing, 0,10µM de primer específico para 
um dos alelos (com mismatch na penúltima base da extremidade 3’) e de primer reverse 
e 0,000004ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Na Figura 3a, a curva G 
corresponde à reação onde se adicionou primer específico para o alelo G e fragmento de 
controlo positivo com o nucleótido G na posição do SNP e a curva de melting A (letra 
indicada a vermelho) corresponde à reação onde se adicionou primer específico para o 
alelo G e fragmento de controlo positivo com o nucleótido A na posição do SNP. Na 
Figura 3b, a curva A corresponde à reação onde se adicionou primer específico para o 
alelo A e fragmento de controlo positivo com o nucleótido A na posição do SNP e a 
curva G (letra indicada a vermelho) corresponde à reação onde se adicionou primer 
específico para o alelo A e fragmento de controlo positivo com o nucleótido G na 
posição do SNP. Na Figura 3c, as curvas de melting GA-A e GA-G correspondem a 
reações com primer específico para os alelos A e G, respetivamente, e com fragmento 
de controlo positivo heterozigótico. 
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Figura 3: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos, com mismatch na penúltima base da extremidade 3’, em poços de reação 
independentes e de primer reverse. Adição de 0,000004ng/µL de fragmentos de controlo positivo. a – 
Reação com primer específico para o alelo G com adição de fragmento de controlo positivo com o 
nucleótido G (curva G, Tm=86ºC) e com adição de fragmento de controlo positivo com o nucleótido A 
(curva A, Tm=86ºC) na posição do SNP. b) Reação com primer específico para o alelo A com adição de 
fragmento de controlo positivo com o nucleótido A (curva A, Tm=84,5ºC) e com adição de fragmento de 
controlo positivo com o nucleótido G (curva G, Tm=84ºC). a e b – Pico homozigótico para A 
aproximadamente a 84,5ºC e para G a 86ºC. c) Picos do controlo heterozigótico a 84,5ºC (curva GA-A) e 
a 85,5ºC (curva GA-G). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC 
de temperatura de annealing. 
 
Estes resultados mostram que a adição de primers específicos, em reações 
independentes, com os fragmentos de controlo positivo para cada um dos alelos (G e 
A), não permitem determinar o alelo na amostra em estudo. Na Figura 3a, o pico do 
alelo G encontra-se a uma Tm de 86ºC e em (b) o pico do alelo A encontra-se a 
aproximadamente 84,5ºC, Tm válidas para inferir o genótipo dos indivíduos. No 
entanto, em (a), o fragmento com o alelo A na posição do SNP não possuía o seu primer 
específico para amplificar, mas ocorreu amplificação do produto, e o mesmo aconteceu 
para a reação em (b), onde o fragmento com o alelo G na posição do SNP não possuía o 
seu primer específico para amplificar mas a amplificação acabou por ocorrer. Apenas se 
verifica que as reações independentes resultam para os fragmentos heterozigóticos 
(curva GA-A, Tm=84,5ºC e curva GA-G, Tm=85,5ºC). Com estes resultados conclui-se 
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que estes primers não são tão específicos para amplificarem apenas a sequência de 
DNA com o SNP correspondente e, portanto, foi necessário desenhar outros primers. 
 
i.i.v. Primers sem mismatch vs primers com mismatch 
 
De forma a aumentar a especificidade dos primers nas reações com estes no 
mesmo poço de reação, nomeadamente no que diz respeito às Tm dos primers 
específicos que até aqui eram muito próximas e do facto do produto amplificado do 
fragmento heterozigótico nunca ter separado em dois picos, foram utilizados os primers 
anteriores, mas agora desenhados sem mismatch e com mismatch numa outra posição do 
primer, na antepenúltima base da extremidade 3’, como está indicado a verde na Tabela 
III. Com o intuito de aumentar mais a diferença entre as Tm foram acrescentados 
resíduos G e C na cauda da extremidade 5’ dos primers específicos, regra geral no de 
Tm superior: 21 bases GC para o primer sem mismatch e 22 para o primer com 
mismatch na antepenúltima base, permitindo uma diferença de até 4ºC entre as Tm dos 
primers específicos. Foram na mesma adquiridos primers com uma cauda com 15 bases 
GC de forma a testar qual o melhor conjunto de primers. O primer reverse manteve-se o 
mesmo utilizado até aqui e encontra-se novamente apresentado na Tabela III. 
 
Tabela III: Pares de primers (F=forward e R=reverse) utilizados para a genotipagem dos SNPs em 
estudo pela técnica AS-PCR. Temperatura de melting (Tm) para cada primer e para cada amplicão e 
respectivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com cauda GC estão indicada(o)s. Cauda 
de GC encontra-se representada por letras minúsculas e o número de bases que a compõem está indicado 
na coluna imediatamente antes da sequência dos primers. Nucleótidos a vermelho – específicos para os 
alelos sob estudo, nucleótidos a verde – mismatch na antepenúltima base.   
 
ID SNP Sequência de primers 
Tm 
Tm 
amplicão Tamanho 
amplicão 
(ºC) 
NOS1_ 
rs77074921 
 
F-15 5'-ggcgccgcgcgcggcGAGCTGATGGAATAGTAGCG-3' 60 87 
142/156-
162 pb 
F-21 5'-cggcgcggcgccgcgcgcggcGAGCTGATGGAATAGTAGCG-3' 60 88 
F 5'-GGAGCTGATGGAATAGTAGCA-3' 62 85 
F-15 5'-ggcgccgcgcgcggcGGAGCTGATGGAATAGTAACG-3' 62 87 
142/157-
164 pb 
F-22 5’-gcggcgcggcgccgcgcgcggcGGAGCTGATGGAATAGTAACG-3’ 62 88 
F 5'-GGAGCTGATGGAATAGTATCA-3' 60 84 
R 5'-GCAGGAGTACGAGGAATGGA-3' 62 - - 
 
Seguidamente estão apresentadas diferentes reações, e os seus resultados, que 
puderam ser efetuadas com as várias combinações de primers. Na prática foram sempre 
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repetidos os ensaios com 0,001ng/µL e 0,000004ng/µL de fragmentos de controlo 
positivo, mas aqui apenas estão apresentados os resultados com uma das concentrações: 
a que resultou em picos mais definidos ou com mais intensidade quando os resultados 
nas duas deram semelhantes.  
 
i.i.v.i. Primers específicos sem mismatch com cauda GC de 15 bases 
 
Nas reações, cujos resultados estão apresentados na Figura 4, foram utilizadas as 
seguintes condições: 0,10µM de primers forward específicos sem mismatch, com o 
primer específico para a deteção do alelo G com 15 bases GC na extremidade 5’, 
0,20µM de primer reverse, 40 ciclos de PCR, 60ºC de temperatura de annealing e 
adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo.  
Figura 4: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos sem mismatch com o primer específico para a deteção do alelo G com 15 bases GC 
na extremidade 5’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A e G a 84,5ºC (curvas A e G, respetivamente). 
O pico heterozigótico apenas é apresentado aos 84,5ºC (curva GA). Controlo negativo representado por 
“c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
A Figura 4 ilustra as curvas de melting do produto amplificado com os primers 
específicos sem mismatch, cujas curvas A e GA são muito semelhantes e, por isso, não 
se consegue distinguir um indivíduo homozigótico de heterozigótico, e a curva G não 
resultou num pico definido à Tm teórica, a 87ºC. Os primers sem mismatch não são 
específicos porque apenas se obtiveram picos à Tm de aproximadamente 84ºC para 
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ambos os alelos, o que não permite determinar, dessa forma, o alelo presente no 
fragmento. 
 
i.i.v.ii. Primers específicos sem mismatch com cauda GC de 21 bases 
 
Em reações posteriores foram utilizadas as mesmas condições apresentadas para 
a Figura 4, mas com os primers forward específicos sem mismatch e com o primer 
específico para a deteção do alelo G com cauda GC de 21 bases na extremidade 5’. O 
resultado encontra-se na Figura 5. 
 
Figura 5: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos sem mismatch com o primer específico para a deteção do alelo G com 21 bases GC 
na extremidade 5’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A a 84,5ºC e sem pico homozigótico para G 
(curvas A e G, respetivamente). O pico heterozigótico (curva GA) apenas é apresentado a 84,5ºC. 
Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
 
De acordo com a Figura 5 a curva G não possui qualquer pico e a curva A tem 
um pico aos 84,5ºC, próximo da Tm teórica. A curva GA, controlo positivo 
heterozigótico, continua a não apresentar dois picos, representativos de cada alelo, com 
esta combinação de primers. Neste caso o aumento do número de bases na cauda poderá 
ter influenciado a amplificação do produto, não permitindo que a curva de melting, 
identificadora do alelo G, possuísse um pico. 
Destes dois exemplos conclui-se que os primers sem mismatch não são 
específicos para esta técnica. 
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i.i.v.iii. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ com cauda GC de 15 bases 
 
Nas reações, cujos resultados estão apresentados na Figura 6, foram utilizadas as 
mesmas condições apresentadas para as figuras anteriores (4 e 5), mas com os primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e com o 
primer específico para o alelo G com 15 bases GC na extremidade 5’. 
 
Figura 6: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos, com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’, com o primer específico 
para o alelo G com 15 bases GC na extremidade 5’, e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de 
reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A a 84ºC e 
para G a 86ºC (curvas A e G, respetivamente). O pico heterozigótico apenas é apresentado a 84ºC (curva 
GA). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
Destes resultados destaca-se a separação evidente dos picos das curvas de 
melting devido à existência de uma diferença de 3ºC entre as Tm, o que permite 
identificar o alelo presente nos fragmentos sem margem para dúvidas. Mas novamente 
ainda não existe separação, em dois picos, do produto amplificado do fragmento 
heterozigótico. 
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i.i.v.iv. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ com cauda GC de 22 bases 
 
Os resultados de reações que utilizaram as mesmas condições apresentadas para 
as figura anteriores (4, 5 e 6) mas com os primers forward específicos com mismatch na 
antepenúltima base da extremidade 3’ e com o primer específico para o alelo G com 22 
bases GC na extremidade 5’ são muito semelhantes à Figura 5. A curva G (nucleótido G 
na posição do SNP) também não apresentou qualquer pico e a curva A (nucleótido A na 
posição do SNP) obteve um pico igual à Tm teórica, a 84ºC. Não foi possível obter dois 
picos para o controlo positivo heterozigótico (dados não mostrados). Novamente se 
verifica que provavelmente devido ao número elevado de bases na cauda GC no primer 
específico, não há uma curva com um pico definido que represente o alelo G. 
 
i.i.v.v. Primers específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ com 
cauda GC de 15 bases (alelo G) e na antepenúltima base (alelo A) 
 
Ainda se realizou outra combinação de primers com o objetivo de tentar 
melhorar os resultados até então obtidos. Assim, combinaram-se primers forward 
específicos para os alelos G e A com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, com o primer específico para o alelo G com 15 bases 
GC na extremidade 5’, nas mesmas condições apresentadas anteriormente no ponto 
i.i.v.iii. Os resultados encontram-se na Figura 7. 
 
Em comparação com a Figura 6, os resultados apresentados na Figura 7 são 
melhores, pois apresentam um pico muito mais definido para o alelo G (curva G). Foi a 
partir deste resultado que se continuou a otimização do SNP de forma a ser possível 
genotipar os DNAs dos doentes.  
 
De forma a aumentar a intensidade da curva G, realizaram-se reações nas 
mesmas condições mas com 0,15µM de primer forward específico para o alelo G com 
mismatch na penúltima base da extremidade 3’, cujo resultado foi de encontro ao 
esperado, ou seja, a curva G igualou, em termos de intensidade, a curva A da Figura 7 
(dados não mostrados).   
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Fizeram-se também reações nas mesmas condições de PCR com 0,20µM de 
primer forward específico para o alelo G com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e ainda com 0,20µM e 0,10µM de primers específicos para os alelos G e 
A com mismatch na penúltima e antepenúltima base da extremidade 3’, respetivamente, 
e 0,30µM de primer reverse, mas resultaram em curvas menos definidas que as da 
Figura 7 (dados não mostrados). 
 
Figura 7: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos para os alelos G e A com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, com o primer específico para o alelo G com 15 bases GC na extremidade 
5’e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de 
controlo positivo. Pico homozigótico para A aproximadamente a 84,5ºC e para G a 86ºC (curvas A e G, 
respetivamente). O pico heterozigótico apenas é apresentado aos 84,5ºC (curva GA). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
 
i.i.vi. Fragmentos homozigóticos de controlo positivo, em diferentes 
proporções, para originar heterozigótico 
 
Como o fragmento heterozigótico nunca apresentou dois picos, foi elaborado um 
DNA heterozigótico com proporções diferentes de fragmentos G e A. O objetivo foi 
tentar perceber se com mais fragmento G (0,15µM de primer forward específico para o 
alelo G com mismatch na penúltima base da extremidade 3’) a curva aparecia com dois 
picos (Figura 8). A proporção de fragmento G utilizada em relação ao fragmento A foi 
2:1 e as restantes condições de PCR foram as mesmas utilizadas para obter a Figura 7. 
139 
 
Figura 8: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,15µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos G e A com mismatch na penúltima e antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, com o primer específico para o alelo G com 15 bases GC na extremidade 
5’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de 
controlo positivo. Sobreposição das curvas heterozigóticas com proporção de fragmentos de controlo 
positivo de 1:1 (curva GA_1:1) e de 2:1 (curva GA_2:1) (fragmento G:fragmento A) que apenas 
apresentam picos aproximadamente aos 84,5ºC. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de 
PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Ainda assim esta estratégia não resultou, talvez devido à especificidade dos 
primers. 
Posteriormente voltou-se a utilizar o conjunto de primers específicos, ambos 
com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e com o primer específico para 
a deteção do alelo G com 15 bases GC na extremidade 5’, e procedeu-se de igual forma: 
primeiro aumentou-se a quantidade de primers para aumentar a intensidade dos picos 
em reações com 0,20µM e 0,10µM de primers específicos para os alelos G e A, 
respetivamente, e 0,20µM de primer reverse e depois com 0,20µM e 0,10µM de 
primers específicos para os alelos G e A, respetivamente, e 0,30µM de primer reverse. 
Os resultados das reações deste último conjunto de primers (dados não mostrados) 
mostrou um aumento da intensidade do pico da curva G maior que o de A e, por isso, 
voltou-se a utilizar as concentrações de primers iniciais (0,10uM de primers forward 
específicos e 0,20uM de primer reverse) (Figura 9) e ainda se realizou, nestas 
condições, uma reação com diferentes proporções de fragmentos para obter um 
heterozigótico (2:1, fragmento G:fragmento A) (Figura 9, curva GA_2:1).  
Assim conclui-se aqui a otimização, considerando-se as condições de reação 
óptima as da Figura 9 e com fragmento heterozigótico na proporção de 1:1 (Figura 3.4, 
Capítulo 3 – Resultados). Embora o controlo heterozigótico não apresentem dois picos 
como indicativos de um DNA heterozigótico, a curva GA apresenta um perfil diferente 
das curvas correspondentes aos alelos G e A e, por isso, foi considerada como válida na 
identificação do genótipo das amostras de DNA. 
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Figura 9: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs77074921. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e com o primer específico 
para a deteção do alelo G com 15 bases GC na extremidade 5’e 0,20µM de primer reverse no mesmo 
poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A a 
84,5ºC e para G a 86ºC (curvas A e G, respetivamente). O pico heterozigótico obtido com proporção de 
fragmentos de controlo positivo de 2:1 (fragmento G:fragmentoA) apenas é apresentado aos 84,5ºC. 
Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
O genótipo encontrado para este SNP, nas amostras de DNA consideradas neste 
estudo, encontram-se no Capítulo 3 – Resultados (Figuras 3.1, 3.3 e 3.4).  
 
De igual forma procedeu-se à otimização do SNP NOS1_rs76839820 com 
pequenas alterações em relação aos passos anteriormente seguidos para o 
NOS1_rs77074921. 
 
i.ii. rs76839820 (G/A) 
 
Para a otimização do NOS1_rs76839820 foram inicialmente utilizados os 
primers representados na Tabela I, cujos específicos possuem mismatch na penúltima 
base da extremidade 3’. 
 
i.ii.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
Com o mesmo objetivo que para o SNP apresentado anteriormente, foram 
realizadas reações de PCR com ambos os primers específicos no mesmo poço de 
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reação. Para as reações foram utilizados 0,10µM de primers forward específicos com 
mismatch na penúltima base da extremidade 3’, 0,20µM de primer reverse, 40 ciclos, 
60ºC de temperatura de annealing e adição de 0,001ng/µL (Figura 10 a e b) e 
0,000004ng/µL (Figura 10 c e d) de fragmentos de controlo positivo.  
 
Da comparação dos resultados das duas diferentes concentrações de fragmentos 
de controlo positivo, verificou-se que devido a uma maior semelhança entre os picos 
das curvas de melting, a melhor concentração para continuar com a otimização era de 
0,001ng/µL (Figura 10 a e b). 
Figura 10: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL (a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo 
positivo. a e c – Pico homozigótico para A a 80ºC e para G a 83,5ºC (curvas A e G, respetivamente). b e d 
– O pico heterozigótico apenas é apresentado aproximadamente a 80ºC (curva GA). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
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i.ii.ii. Variação da quantidade de primers nas reações de PCR 
 
Para aumentar a intensidade dos picos das curvas de melting, principalmente o 
G, de forma a tentar igualar a sua fluorescência ao de A, e para tentar que o controlo 
heterozigótico também tivesse um pico aos 84ºC, aumentou-se a quantidade de primers 
nas reações. Foram realizadas reações nas mesmas condições apresentadas em i.ii.i., 
mas com diferentes concentrações de primers. Inicialmente foram utilizados 0,20µM e 
0,10µM de primers forward específicos para os alelos G e A, respetivamente, e 0,20µM 
de primer reverse. Posteriormente realizaram-se reações com 0,20µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos G e A, respetivamente, e 0,30µM de primer 
reverse. E por último, cujo resultado está apresentado na Figura 11, utilizaram-se 
reações com 0,20µM e 0,10µM de primers forward específicos para os alelos G e A, 
respetivamente, e 0,40µM de primer reverse. Em ambas as reações a intensidade das 
curvas de melting foi aumentando gradualmente de acordo com a quantidade de primer 
reverse que estava mais disponível em cada reação (dados não mostrados). Mas foi 
nestas últimas reações (Figura 11) que se verificou um pequeno pico mais evidente, em 
direção à Tm correspondente ao alelo G, na curva do fragmento heterozigótico. 
Figura 11: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,20µM e 0,10µM 
de primers forward específicos para os alelos G e A com mismatch na penúltima base da extremidade 3’, 
respetivamente, e 0,40µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A a 80ºC e para G aproximadamente a 83,5ºC 
(curvas A e G, respetivamente). O pico heterozigótico apenas é apresentado aproximadamente aos 80ºC 
(curva GA). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de 
temperatura de annealing.  
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A Figura 11 representa curvas mais definidas para os alelos presentes nos 
fragmentos (curva A e G) e para o fragmento heterozigótico (curva GA) há a presença 
de um pico (correspondente ao alelo A), mas também a formação de uma pequena curva 
que certamente correspondente ao alelo G. No entanto, as curvas A e GA continuam a 
ser muito semelhantes. 
 
i.ii.iii. Primers específicos em reações de PCR independentes 
 
Devido à não separação evidente dos picos no controlo heterozigótico e da 
mesma forma que se procedeu no SNP anterior, foram testados os resultados com 
primers específicos em reações de PCR independentes. As condições de reação foram 
as mesmas utilizadas no ponto i.i.iv. e os resultados encontram-se na Figura 12. 
Figura 12: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos, com mismatch na penúltima base da extremidade 3’, em poços de reação 
independentes e de primer reverse. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. a – Reação 
com primer específico para o alelo G com adição de fragmento de controlo positivo com o nucleótido G 
(curva G) e com adição de fragmento de controlo positivo com o nucleótido A (curva A) na posição do 
SNP. b – Reação com primer específico para o alelo A com adição de fragmento de controlo positivo com 
o nucleótido A (curva A) e com adição de fragmento de controlo positivo com o nucleótido G (curva G) 
na posição do SNP. a e b – Pico homozigótico para A aproximadamente a 79ºC e para G 
aproximadamente a 83ºC. c – Picos do controlo heterozigótico a 79,5ºC (curva GA-A) e a 83ºC (curva 
GA-G). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura 
de annealing. 
 
Neste resultado, os fragmentos que não deviam ter amplificado por não 
possuírem primer específico para tal (a vermelho) encontram-se negativos como 
esperado, o que torna este um bom resultado para a identificação dos alelos nas 
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amostras. Quando se tentou aumentar as quantidades de primer para aumentar a 
intensidade do sinal (0,30µM e 0,20µM de primers forward específicos para os alelos G 
e A, respetivamente, e 0,20µM de primer reverse) já voltou a acontecer o mesmo que 
no NOS1_rs77074921 (Figura 3), em que os fragmentos que não deviam ter 
amplificado por não possuírem primer específico, também amplificaram (dados não 
mostrados).  
 
i.ii.iv. Primers sem mismatch vs primers com mismatch 
 
Para ultrapassar as baixas intensidades dos picos das curvas de melting e de 
forma a possibilitar a realização de reações com os primers específicos combinados, por 
serem mais fáceis e rápidas, foram desenhados primers semelhantes aos utilizados até 
aqui, mas sem mismatch ou com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ 
(Tabela IV). Para este SNP não foi necessário aumentar o número de bases na cauda GC 
como anteriormente havia sido feito para o NOS1_rs77074921. Com uma cauda de 15 
bases GC continuou a manter-se uma diferença de 4ºC entre as Tm dos fragmentos 
resultantes que, de acordo com os últimos resultados, tem permitido uma boa separação 
dos picos nas curvas de identificação dos alelos. 
 
Tabela IV: Pares de primers (F=forward e R=reverse) utilizados para a genotipagem dos SNPs em 
estudo pela técnica AS-PCR. Temperatura de melting (Tm) para cada primer e para cada amplicão e 
respectivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com cauda GC estão indicada(o)s. Cauda 
de GC encontra-se representada por letras minúsculas e o número de bases que a compõem está indicado 
na coluna imediatamente antes da sequência dos primers. Nucleótidos a vermelho – específicos para os 
alelos sob estudo, nucleótidos a verde – mismatch na antepenúltima base. 
 
 
As reações e os seus resultados, que se efetuaram com as várias combinações de 
primers, encontram-se de seguida. 
  
ID SNP Sequência de primers 
Tm 
Tm 
amplicão Tamanho 
amplicão 
(ºC) 
NOS1_ 
rs76839820 
 
F-15 5’-ggcgccgcgcgcggcAGGTGGTCTCCAGGTGCG-3’ 60 85 
89/103 pb 
F 5’-AAGGTGGTCTCCAGGTGCA-3’ 60 81 
F-15 5'-ggcgccgcgcgcggcAAGGTGGTCTCCAGGTACG-3' 60 84 
89/104 pb 
F 5'-AAGGTGGTCTCCAGGTTCA-3' 58 80 
R 5'-GAGGTACTCAGAGGCATTG-3' 58 - - 
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i.ii.iv.i. Primers específicos sem mismatch  
 
Nas reações, cujos resultados estão apresentados na Figura 13, foram utilizadas 
as seguintes condições: 0,10µM de primers forward específicos sem mismatch, com o 
primer específico para a deteção do alelo G com 15 bases GC na extremidade 5’, 
0,20µM de primer reverse, 40 ciclos de PCR, 60ºC de temperatura de annealing e 
adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo.  
Figura 13: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos sem mismatch e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para A aproximadamente a 79,5ºC e 
para G aproximadamente a 84,5ºC (curvas A e G, respetivamente). Picos do controlo heterozigótico 
aproximadamente a 79,5ºC e a 84ºC. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 
ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
No caso da utilização de primer sem mismatch (Figura 13) apresenta-se uma 
grande diferença entre as Tm, o que permitiu separar bem os picos, embora estejam um 
pouco abaixo dos seus valores teóricos. Com estas condições de reação, o fragmento 
heterozigótico já separa o seu produto amplificado em dois picos, mas neste ensaio com 
algum barulho de fundo. 
 
i.ii.iv.ii. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’  
 
O próximo passo foi a combinação de primers com mismatch na antepenúltima 
base da extremidade 3’ (Tabela IV). As reações foram elaboradas nas mesmas 
condições que o ponto i.ii.iv.i e os resultados estão apresentados na Figura 14. 
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Figura 14: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico 
para A aproximadamente a 79ºC e para G aproximadamente a 83,5ºC (curvas A e G, respetivamente). 
Picos do controlo heterozigótico aproximadamente a 79ºC e a 83ºC. Controlo negativo representado por 
“c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Este resultado é o mais favorável de todos, pois para além dos picos separarem 
nas Tm próximas das teóricas, também o fragmento heterozigótico apresenta dois picos. 
Ainda se realizaram outras reações com diferentes concentrações de primers: 
0,15µM e 0,20µM de primers forward específicos para os alelos G e A, respetivamente, 
com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse. O 
resultou foi uma maior intensidade dos picos, principalmente para o correspondente ao 
alelo A, mas com o fragmento heterozigótico (GA) com barulho de fundo, tal como na 
Figura 13, talvez por estas reações possuírem muita quantidade de primer reverse 
(dados não mostrados). Com 0,15µM de primers forward específicos com mismatch na 
antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse, não se deu a 
separação da curva de melting heterozigótica em dois picos (dados não mostrados). 
Com 0,15µM de primers forward específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse, houve diminuição da intensidade do pico 
do alelo A para equilibrar com o G e desta forma também deixou de ocorrer o barulho 
de fundo no fragmento heterozigótico (dados não mostrados). Com 0,20µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM 
de primer reverse levou a um pouco mais de aumento da intensidade das curvas de 
ambos os alelos e o fragmento heterozigótico continuou a não possuir barulho de fundo 
(Figura 15). Estas ficaram as concentrações finais dos primers para prosseguir com a 
genotipagem do SNP, utilizando 1ng/µL de DNA. 
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Figura 15: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,20µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo e 1ng/µL de DNA. 
a – Pico homozigótico para A a 80ºC e para G a 84ºC (curvas A e G, respetivamente). b – Picos do 
controlo heterozigótico aproximadamente a 80ºC e 84ºC (curva GA). c – Sobreposição das amostras 
números 1, 18, 35 e 45 (curvas D.1, 18, 35 e 45) que também possuem dois picos aproximadamente a 
81ºC e a 84,5ºC. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de 
temperatura de annealing. 
 
Como existiam tantos picos nas curvas dos amplicões das amostras números 1, 
18, 35 e 45, foi diminuída a quantidade de DNA utilizada nas reações e o resultado 
encontra-se na Figura 16, para as mesmas amostras. Utilizaram-se as condições 
anteriores mas agora com 0,5ng/µL de DNA. 
 
Pela análise da Figura 16 verifica-se que a quantidade de DNA utilizada é a mais 
correta para produzir curvas de melting que permitem identificar os alelos presentes nas 
amostras. Considerando que a técnica estava otimizada para este SNP, foi então 
realizada a genotipagem das amostras dos doentes integrantes do fenótipo C. No entanto 
ainda se verificou que algumas curvas possuíam baixa intensidade e, por isso, 
aumentou-se a quantidade de DNA para 0,75ng/µL que também serviu para aumentar a 
especificidade da amostra 45 (curva D.45). Esses resultados encontram-se na Figura 17. 
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Figura 16: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,20µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo e 0,5ng/µL de 
DNA. Sobreposição do controlo positivo (curva G, pico homozigótico para G a 84ºC) com as amostras 
números 1, 18, 35 e 45 (curvas D.1, 18, 35 e 45) que também possuem um pico aproximadamente a 84ºC, 
à exceção da 45 que tem pico a 81ºC e 82ºC. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR 
com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Figura 17: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,20µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo e 0,75ng/µL de 
DNA. Sobreposição do controlo positivo (curva G, pico homozigótico para G a 84ºC) com as amostras 
números 45 e 58 (curvas D.45 e 58) que possuem um pico com maior intensidade aproximadamente aos 
84ºC. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
O resultado ilustrado na Figura 17 apenas ocorreu para uma parte das amostras, 
mas não para outras como se pode observar na Figura 18. 
Como não se obtinham picos para algumas amostras (D.67 e D.263) nas Tm 
correspondentes aos alelos e, dessa forma, não era possível saber qual/(ais) o(s) alelo(s) 
presente(s) nas amostras, foram sequenciadas 7 amostras (números 1, 18, 35, 45, 41, 67, 
263) do fenótipo C. O genótipo para todas estas amostras é GG e com essa confirmação, 
posteriormente realizou-se a genotipagem do fenótipo B por AS-PCR. No início da 
genotipagem utilizaram-se 0,6ng/µL de DNA, menor que anteriormente se tinha 
utilizado, pois o pico aos 81ºC da amostra 263 (e de muitas outras amostras que 
obtiveram uma curva semelhante a esta) poderia ser devido a uma quantidade superior 
de amostra. Como essas genotipagens nem sempre tinham o resultado pretendido, os 
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ensaios foram repetidos variando a quantidade de DNA entre 0,5ng/µL, 0,6ng/µL e 
0,75ng/µL. 
 
Figura 18: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_rs76839820. Reações com 0,20µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo e 0,75ng/µL de 
DNA. a – Sobreposição do controlo positivo (curva G, pico homozigótico para G a 84ºC) com as 
amostras números 67 e 263 (curvas D.67 e 263) que possuem dois picos, um a 81ºC e outro a 84ºC. b – 
Sobreposição do controlo positivo (curva GA, picos a 80ºC e 83,5ºC), com as mesmas amostras números 
67 e 263 (curvas D.67 e 263). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 
60ºC de temperatura de annealing. 
 
A Figura 19 representa o resultado das reações nas mesmas condições, mas com 
0,6ng/µL de DNA, onde o controlo positivo para o alelo G é agora a amostra 263, cujo 
genótipo foi confirmado por sequenciação. Nesta figura ainda estão apresentadas as 
amostras 114, 142 e 300 (curvas D.114, D.142 e D.300) que representam outras 
amostras com perfil de curvas igual. Foi nestes casos que também se tentou genotipar, 
por AS-PCR, com as outras concentrações de DNA (0,5ng/µL e 0,75ng/µL). 
 
Devido a estes resultados e também ao facto de, por vezes, os controlos negativo 
aparecerem positivos, realizaram-se novas diluições de primers do stock -80ºC, mas os 
resultados foram semelhantes. No entanto, das amostras apresentadas, conseguiu-se 
obter uma curva com um pico na Tm correspondente ao alelo G para as amostras 114 e 
300, mas não para a 142. Assim, foram sequenciadas mais 7 amostras de DNA, as 
duvidosas: 16, 142, 256, 281 (fenótipo C), 116, 223 e 274 (fenótipo B) que todas 
pareciam heterozigóticas por AS-PCR e por sequenciação resultaram homozigóticas 
para G (Anexo I). 
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Figura 19: Curvas das derivadas de melting para o NOS1_ rs76839820. Reações com 0,20µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,30µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo e 0,6ng/µL de 
DNA. a – Pico homozigótico para A a 80ºC (curva A) e para G aproximadamente a 84,5ºC para a amostra 
número 263 (curva G_D.263). b – Picos do controlo heterozigótico aos 80ºC e 84ºC (curva GA). c – 
Sobreposição das amostras números 114, 142 e 300 (curvas D.114, D.142 e D.300). As curvas D.114 e 
D.300 possuem vários picos em posições diferentes das Tm dos controlos positivos e a amostra 142 
(curva D.142) não apresenta nenhum pico. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR 
com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing.  
 
II. Gene MTHFR 
 
ii.i. rs72552099 (T/G) 
 
Este SNP foi dos primeiros a ser genotipado e por isso, numa fase inicial, a 
otimização começou com concentrações diferentes de primers e de fragmentos de 
controlo positivo até agora apresentadas. Os primers utilizados para a genotipagem 
deste SNP encontram-se na Tabela I. 
 
ii.i.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
A Figura 20 apresenta as curvas de melting do produto amplificado das amostras 
de controlo positivo correspondentes ao SNP MTHFR_rs72552099. As condições 
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comuns às 3 reações foram: 0,05µM de primers, com os primers reverse específicos 
com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 40 ciclos de PCR com 
temperatura de annealing de 60ºC. Apenas foram alteradas as concentrações dos 
fragmentos de controlo positivo nas reações: a – 0,1ng/µL, b – 0,01 ng/µL e c – 0,001 
ng/µL. 
Figura 20: Curvas das derivadas de melting para o MTHFR_rs72552099. Reações com 0,05µM de 
primers reverse específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e de primer forward no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,1ng/µL (a), 0,01 ng/µL (b) e 0,001 ng/µL (c) de fragmentos de 
controlo positivo. a – Pico homozigótico para T não existe e para G a 79ºC (curvas T e G, 
respetivamente). b e c – Pico homozigótico para T aproximadamente aos 78ºC e para G aos 82ºC (curvas 
T e G, respetivamente). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC 
de temperatura de annealing. 
 
 
ii.i.ii. Primers específicos em reações de PCR independentes 
 
Com o objetivo de perceber o funcionamento dos primers nas reações de PCR, 
realizaram-se reações com os primers específicos em reações independentes. Nas 
mesmas condições que na Figura 20, adicionou-se, para as novas reações, apenas 
0,001ng/µL de controlos positivos com os alelos T e G na posição do SNP. Esta 
concentração foi a que resultou em picos mais uniformes (Figura 20). A estratégia 
adotada foi a mesma que nos pontos i.i.iv e i.ii.iii e os resultados estão presentes na 
Figura 21. 
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Figura 21: Curvas das derivadas de melting para o MTHFR_rs72552099. Reações com 0,05µM de 
primers reverse específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ em poços de reação 
independentes e de primer forward. Adição de 0,001ug/µL de fragmentos de controlo positivo. a – 
Reação com primer específico para o alelo T com adição de fragmento de controlo positivo com o 
nucleótido T (curva T) e com adição de fragmento de controlo positivo com o nucleótido G (curva G) na 
posição do SNP. b – Reação com primer específico para o alelo G com adição de fragmento de controlo 
positivo com o nucleótido G (curva G) e com adição de fragmento de controlo positivo com o nucleótido 
T (curva T) na posição do SNP. a e b – Pico homozigótico para T a 78ºC e para G aproximadamente a 
82ºC. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
Da observação da Figura 21 verifica-se que os picos das curvas correspondem 
aos alelos presentes em cada reação, no entanto verifica-se a presença de amplificação 
dos fragmentos dos alelos que não possuíam primers específicos. A curva G na Figura 
21a e a curva A na Figura 21b deveriam sobrepor-se ao controlo negativo (c-), tal como 
já havia acontecido nos SNPs mostrados anteriormente. 
 
ii.i.iii. Variação da quantidade de primers nas reações de PCR 
 
Continuando com a otimização do MTHFR_rs72552099, foi necessário variar as 
quantidades de primers para aumentar a intensidade de fluorescência das curvas de 
melting. Nas mesmas condições apresentadas anteriormente, mas com 0,15µM e 
0,10µM de primers reverse específicos para os alelos T e G, respetivamente, 0,20µM de 
primer forward no mesmo poço de reação, 1ng/µL de DNA e 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Aqui também foi utilizado um controlo positivo 
heterozigótico obtido pela adição dos dois fragmentos (T e G) no mesmo poço de 
reação. Estas foram as condições ótimas a que se chegaram para a genotipagem deste 
SNP, cujas curvas de melting podem ser visualizadas no ponto 3.2.2.1. do Capítulo 3 – 
Resultados.  
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Também foram experimentadas reações a 40 ciclos com 62ºC de annealing, mas 
nesse caso as curvas do fragmento GT (heterozigótico) não obtiveram separação 
resultando apenas um pico aos 82ºC. As concentrações de primers que se utilizaram 
foram as identificadas na Tabela V, onde também estão apresentadas as condições em 
que ocorreram outras reações antes de se chegarem às quantidades ótimas de primers (a 
40 ciclos, 60ºC) com o objetivo de tornar a intensidade dos dois picos (G e T) 
praticamente igual. 
 
Tabela V: Concentrações dos primers utilizados nas reações de genotipagem para otimização do SNP 
MTHFR_rs72552099. 
MTHFR_rs72552099 Concentração final (µM) 
T annealing 60ºC, 40 ciclos 62ºC, 40 ciclos 
Primer R_T (1µM) 0,20 0,15 0,15 0,10 0,10 0,15 0,20 0,15 
Primer R_G (1µM) 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 0,10 
Primer F (1µM) 0,10 0,15 0,25 0,10 0,20 0,15 0,20 0,25 
 
Não foi necessário novo desenho de primers para genotipar este SNP, porque 
conseguiu-se chegar à otimização com o mismatch na penúltima base.  
As condições otimizadas permitiram genotipar, por AS-PCR, as 307 amostras 
que fizeram parte do estudo. Para confirmação do genótipo foram sequenciadas 22 
amostras que comprovaram o genótipo TT para todas elas. 
 
III. Gene ACE 
 
iii.i. rs8075924 (C/T) 
 
Para a otimização do ACE_rs8075924 foram inicialmente utilizados os primers 
representados na Tabela I, cujos específicos possuem mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’. 
 
iii.i.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
Mais uma vez iniciou-se a otimização com os primers específicos em conjunto 
na mesma reação de PCR. A Figura 22 representa as curvas de melting do produto 
amplificado das amostras de controlo positivo correspondentes ao ACE_rs8075924. As 
reações foram realizadas com 0,10µM de primers forward específicos com mismatch na 
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penúltima base da extremidade 3’, 0,20µM de primer reverse, 40 ciclos de PCR, 60ºC 
de temperatura de annealing e adição de 0,001ng/µL (Figura 22 a e b) e 0,000004ng/µL 
(Figura 22 c e d) de fragmentos de controlo positivo. As curvas CT (Figura 22 b e d) 
dizem respeito a um controlo positivo heterozigótico e o “c-“, o controlo negativo. 
Figura 22: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs8075924. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL (a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo 
positivo. a e c – A curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para T apresenta dois picos: 
80ºC e 82ºC (curva T) e pico homozigótico para C aproximadamente a 82,5ºC (curva C). b e d – Picos do 
controlo heterozigótico a 79,5ºC e 82,5ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa 
de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Pela primeira vez, dos SNPs testados até agora, este foi o único, que na primeira 
reação o controlo heterozigótico apresentou uma curva de melting com dois picos. No 
entanto, a curva CT da Figura 22 ainda não se considera otimizada, pois se for possível 
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aumenta-se a intensidade do pico de Tm 79,5ºC. Outro fator que ainda não permite 
concluir a otimização do SNP é a curva do produto de amplificação que representa o 
alelo T (curva T) que possui dois picos. Da observação da Figura 22 escolheu-se a 
concentração de 0,001ng/µL de fragmentos para utilizar nas reações seguintes. 
 
iii.i.ii. Variação da quantidade de primers nas reações de PCR 
 
Com o objetivo de diminuir o pico existente, a mais, na curva do alelo T, foi 
diminuída a quantidade de primer reverse nas reações. Para este fim realizaram-se 
reações com 40 ciclos, 60ºC de temperatura de annealing, 0,10µM de primers 
específicos e de primer reverse e 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Os 
resultados deram a curva do controlo heterozigótico apenas com um pico aos 82ºC 
(dados não mostrados). Assim, ainda se diminuiu a quantidade do primer para o alelo C, 
visto que poderia estar a influenciar o aparecimento do pico no fragmento T também aos 
82ºC. 
A Figura 23 ilustra os resultados das reações realizadas com 0,05µM e 0,10µM 
de primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, e 0,20µM de 
primer reverse, nas mesmas condições de PCR.  
Figura 23: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs8075924. Reações com 0,05µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para T aproximadamente a 80ºC e para C 
aproximadamente a 82,5ºC (curvas T e C, respetivamente). Picos do controlo heterozigótico a 79,5ºC e a 
82,5ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de 
temperatura de annealing. 
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Como a intensidade do pico da curva C estava baixa, ainda se diminuiu a 
quantidade de primer específico para o alelo T de forma a igualar a intensidade dos 
picos C e T em reações nas mesmas condições das anteriores, com 0,050µM e 0,075µM 
de primers específicos para os alelos C e T, respetivamente, e 0,20µM de primer 
reverse, mas os resultados foram muito semelhantes aos da Figura 23 (dados não 
mostrados). 
 
iii.i.iii. Alteração da temperatura de annealing 
 
Como forma de aumentar a especificidade dos primers, com o objetivo de 
diminuir a curva do alelo T que se situava na Tm do alelo C, fizeram-se reações com as 
mesmas concentrações e nas mesmas condições que a Figura 23, mas com 62ºC de 
temperatura de annealing. Os resultados foram muito semelhantes aos da Figura 23, 
apenas com diminuição da intensidade dos picos (dados não mostrados). Deste modo, 
conclui-se que o aumento da temperatura de annealing não foi solução para aumentar a 
especificidade destes primers. 
 
iii.i.iv. Primers específicos em reações de PCR independentes 
     
Ainda se testou o comportamento de reações com primers específicos em 
diferentes poços de reações, nas mesmas condições que os SNPs NOS1_rs77074921 e 
NOS1_rs76839820, cujos perfis das curvas (dados não mostrados) foram muito 
semelhantes aos da Figura 3 (NOS1_rs77074921) e, portanto, também para o 
ACE_rs8075924 não se obtêm resultados válidos com esta estratégia.  
 
iii.i.v. Comportamento dos DNAs nas reações com primers na mesma reação 
 
Até agora os resultados obtidos na Figura 23 foram os melhores, por isso 
realizaram-se reações exatamente nas mesmas condições de PCR e com as mesmas 
quantidades de primers e fragmentos, onde foram ainda testados DNA das amostras 
números 1 e 18 a 1ng/µL (curvas D.1 e D.18, Figura 24).  
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Figura 24: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs8075924. Reações com 0,05µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. a – Pico homozigótico para T a 80ºC e para C aproximadamente a 
82,5ºC (curvas T e C, respetivamente). b – Picos do controlo heterozigótico a 79,5ºC e a 82,5ºC (curva 
CT). c – Sobreposição do controlo positivo heterozigótico (curva CT) com amostra número 18 (curva 
D.18) que possui picos a 80ºC e a 82,5ºC. d – Sobreposição do controlo positivo (curva T) com a amostra 
número 1 (curva D.1) que possui picos a 80ºC e de menor intensidade a 82ºC. e – Sobreposição do 
controlo positivo heterozigótico (curva CT) com a amostra número 1 (curva D.1). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
  
Os resultados de AS-PCR, apresentados na Figura 24, sugerem o genótipo CT 
para a amostra 18, por comparação com o controlo positivo heterozigótico (Figura 24 
c). No entanto, a amostra 1 foi comparada com as curvas dos controlos positivos 
homozigótico para T (curva T, Figura 24 d) e heterozigótico (curva CT, Figura 24 e), 
sendo a amostra mais semelhante com o perfil homozigótico para T. Para confirmar o 
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genótipo estas duas amostras foram sequenciadas por Sanger. Os resultados da 
sequenciação indicaram que a amostra 1 tinha genótipo CT e a 18 CC. Esta 
sequenciação ainda foi repetida para confirmar o genótipo e para perceber se tinha 
ocorrido troca das amostras. A sequenciação deu novamente os mesmos genótipos para 
cada uma das amostras e, sem margem para dúvidas, prosseguiu-se a otimização da 
técnica AS-PCR para o ACE_rs8075924 a partir das amostras 1 e 18. Estas passaram a 
ser os controlos positivos para as restantes amostras, deixando de parte os fragmentos 
de controlo positivo C e T. 
 
iii.i.vi. Otimização dos controlos positivos (D1 e D18) 
 
Para iniciar a nova otimização utilizaram-se as condições iniciais: 0,10µM de 
primers forward específicos, 0,20µM de primer reverse, 40 ciclos com temperatura de 
annealing de 60ºC e 1ng/µL de DNA (Figura 25).  
Figura 25: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs8075924. Reações com 0,10µM primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 1ng/µL de DNA. A curva D.18 representa um DNA com pico 
homozigótico para C a 82ºC e a curva D.1 um DNA heterozigótico com picos a 79,5ºC e 82ºC. Controlo 
negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Os resultados da Figura 25 já mostram um perfil de curvas de melting mais 
próximas do genótipo correto das amostras 1 (curva D.1) e 18 (curva D.18), no entanto 
é necessário melhorar a curva da amostra 18 que ainda se pode confundir com um DNA 
heterozigótico. Nestas reações ainda se utilizaram os fragmentos de controlo positivo 
para comparar o comportamento das curvas de melting do seu produto amplificado em 
relação aos DNAs, cujos resultados (dados não mostrados) deram semelhantes aos da 
Figura 22 (curvas T, C e CT), como seria de esperar. É de notar que o comportamento 
dos fragmentos é bem diferente dos DNAs.  
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O passo seguinte da otimização foi o aumento da quantidade de primer 
específico para o alelo C para aumentar a intensidade do sinal das curvas de melting, 
principalmente para a amostra 18, ficando estas como as condições ótimas de reação: 
0,25µM e 0,10µM de primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, 
e 0,20µM de primer reverse, 40 ciclos de PCR, 60ºC de temperatura de annealing e 
1ng/uL de DNA (Figura 3.16, 3.18 e 3.20, Capítulo 3 - Resultados).  
Pela genotipagem dos 149 indivíduos do fenótipo C foram encontrados os 3 
genótipos e, por isso, foram genotipados todos os doentes dos fenótipos A e B. Nestas 
genotipagem foram encontrados vários DNAs homozigóticos para T, cuja representação 
gráfica é dada pela amostra 305 (curva e, TT, da Figura 3.18, Capítulo 3 – Resultados). 
Posteriormente foi confirmado o genótipo da amostra 305 por sequenciação.   
Neste SNP não houve necessidade de desenhar outros primer, porque estes 
permitiram a genotipagem por AS-PCR sem dúvidas.  
 
iii.ii. rs4357 (C/T) 
 
Para a otimização do ACE_rs4357 foram inicialmente utilizados os primers 
representados na Tabela I, cujos específicos possuem mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’. 
 
iii.ii.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
A Figura 26 representa as curvas de melting dos produtos amplificados das 
amostras de controlo positivo correspondentes ao SNP ACE_rs4357. As condições 
comuns às 2 reações foram: 0,10µM de primers forward específicos com mismatch na 
penúltima base da extremidade 3’, 0,20µM de primer reverse e 40 ciclos de PCR com 
60ºC de temperatura de annealing. As alterações que ocorreram foram ao nível da 
concentração dos fragmentos de controlo positivo: a e b – 0,001ng/µL e c e d – 
0,000004ng/µL. As curvas CT (Figura 26 b e d) correspondem a um controlo positivo 
heterozigótico e o “c-“, o controlo negativo. 
 
Tal como ocorreu no ACE_rs8075924, a Figura 26 apresenta curvas de melting 
de controlos heterozigóticos com Tm dos picos semelhantes ao valor teórico. Para estes 
controlos a técnica está otimizada. No entanto, os controlos positivos para os alelos C e 
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T (Figura 26, curvas T e C) possuem um pico na Tm correspondente ao alelo contrário, 
isto é, os primers não são muito específicos, pois ambos participam nas reações quando 
só existe um fragmento homozigótico para um dos alelos. 
Figura 26: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL (a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo 
positivo. a e c – A curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para T apresenta dois picos, 
um a 81ºC e outro menos definido a 84,5ºC (curva T) e a curva do fragmento, de controlo positivo, 
homozigótico para C apresenta dois picos, um a 85ºC e outro menos definido a 81ºC (curva C). b e d – 
Picos do controlo heterozigótico a 81ºC e 85ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. 
Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
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iii.ii.ii. Variação da quantidade de primers nas reações de PCR 
 
De forma a diminuir a intensidade dos picos adicionais das curvas de melting do 
fragmento C e T, diminuiu-se a quantidade de primer reverse nas reações. Para obter os 
resultados da Figura 27 foram utilizados 0,10µM de primer forward específicos e 
primer reverse, nas mesmas condições de PCR da figura anterior, e optou-se pela 
utilização de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo a partir deste ponto.  
Figura 27: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e de primer reverse no mesmo 
poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. A curva do fragmento, de 
controlo positivo, homozigótico para T apresenta dois picos, um a 81ºC e outro a 84,5ºC (curva T) e o 
pico homozigótico para C está presente a 85ºC (curva C). Picos do controlo heterozigótico a 81ºC e 85ºC 
(curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de 
temperatura de annealing. 
 
 
Esta alteração da quantidade de primer reverse em relação às reações anteriores 
resultou na diminuição de fluorescência dos picos de todas as curvas. Para o fragmento 
de controlo positivo do alelo C (curva C), nota-se que continua a ter maior intensidade o 
pico referente a esse alelo mas, por outro lado, na curva correspondente ao alelo T 
(curva T) já apresenta dois picos com a mesma intensidade. Nestas condições a curva do 
controlo heterozigótico (CT) sobrepõe-se com a da correspondente ao alelo C, podendo 
confundir-se com esta. Assim, foi necessário alterar novamente a quantidade de 
primers.    
Efetuaram-se reações com 0,15µM e 0,10µM de primers forward específicos 
para os alelos C e T, respetivamente, e 0,10µM de primer reverse, mas apenas 
aumentou a intensidade da curva C e não permitiu que os picos adicionais dos 
fragmentos C e T desaparecessem (dados não mostrados). 
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Posteriormente testaram-se ainda quantidades menores de primer específico: 
0,05µM de primers forward específicos e 0,10µM de primer reverse (Figura 28), nas 
mesmas condições de PCR apresentadas para a Figura 27.  
Figura 28: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Reações com 0,05µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’e 0,10µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico 
para T a 81ºC e para C a 85ºC (curvas T e C, respetivamente). Picos do controlo heterozigótico a 81ºC e 
85ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de 
temperatura de annealing. 
 
 
Estas curvas definem muito melhor os alelos, mas possuem uma intensidade dos 
picos muito baixa. Ainda se realizaram reações com 0,10µM e 0,05µM de primers 
forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, e 0,20µM primer reverse que, 
apesar de levarem ao aumento da intensidade dos picos, também tornou a curva T 
semelhante a um heterozigótico e a curva C com o pico adicional com intensidade mais 
elevada (dados não mostrados). Numa outra tentativa efetuaram-se reações com 0,05µM 
de primers forward específicos e 0,20µM de primer reverse, nas mesmas condições de 
PCR (dados não mostrados), mas os resultados foram muito semelhantes aos da Figura 
26, portanto a estratégia já não passa por alterar a quantidade de primers, mas sim por 
alterar outras condições de PCR. 
 
iii.ii.iii. Alteração da temperatura de annealing 
 
Para tentar aumentar a especificidade dos primers realizaram-se reações de PCR 
com 40 ciclos mas com um aumento da temperatura de annealing para 62ºC e com 
0,15µM e 0,10µM de primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, 
e 0,20µM de primer reverse. O resultado encontra-se na Figura 29. Antes destas reações 
também se experimentou com 0,10µM de primers específicos e 0,20µM de primer 
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reverse, mas o resultado foi parecido com o da Figura 29, apenas com intensidade dos 
picos ligeiramente menor (dados não mostrados). 
Figura 29: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Reações com 0,15µM e 0,10µM de 
primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. A curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para T 
apresenta dois picos, um a 81ºC e outro a 84,5ºC (curva T) e a curva do fragmento, de controlo positivo, 
homozigótico para C apresenta também dois picos, um a 85ºC e outro menos definido a 81ºC (curva C). 
Picos do controlo heterozigótico a 81ºC e 85ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. 
Programa de PCR com 40 ciclos e 62ºC de temperatura de annealing. 
 
Com estas condições, a curva de melting do fragmento T (curva T) confunde-se 
com um heterozigótico (curva CT) e a do C (curva C) sobrepõe-se à curva CT. Assim 
conclui-se que o aumento da temperatura de annealing também não é solução. 
 
iii.ii.iv. Primers específicos em reações de PCR independentes 
 
Visto que ainda não foi possível otimizar a técnica AS-PCR com a utilização de 
primers específicos na mesma reação de PCR, foram testados os resultados com os 
primers específicos em reações de PCR independentes. As condições de PCR, 
quantidade de primers e de fragmentos de controlo positivo foram os mesmos que para 
os SNPs dos genes NOS1e ACE e os perfis das curvas (dados não mostrados) foram 
semelhantes aos da Figura 3 do NOS1_rs77074921. Mais uma vez, as reações com 
primers específicos em duas reações independentes não permitem determinar o alelo em 
causa. 
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iii.ii.v. Primers sem mismatch vs primers com mismatch 
 
A Figura 28 já quase expressa curvas de melting de controlos positivos 
otimizados, apesar de apresentar uma baixa intensidade das curvas. Como com 
diferentes quantidades de primers não se conseguiu um resultado melhor, para 
contornar isso foram desenhados mais primers específicos para a deteção dos dois 
alelos, partindo dos primers anteriores. O primer reverse manteve-se o mesmo em todas 
as reações. Foram então desenhados primers sem mismatch e com mismatch na 
antepenúltima base da extremidade 3’, com uma cauda de 15 bases GC (Tabela VI). A 
diferença de Tm entre os fragmentos com os alelos C e T é na mesma de 3ºC como 
inicialmente, porque como se pode observar nas curvas de melting mostradas 
anteriormente, os picos apresentam uma separação visível, não existindo, assim, 
necessidade de aumentar a diferença de Tm. O primer reverse está novamente 
apresentado na Tabela VI. 
 
Tabela VI: Pares de primers (F=forward e R=reverse) utilizados para a genotipagem dos SNPs em 
estudo pela técnica AS-PCR. Temperatura de melting (Tm) para cada primer e para cada amplicão e 
respectivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com cauda GC estão indicada(o)s. Cauda 
de GC encontra-se representada por letras minúsculas e o número de bases que a compõem está indicado 
na coluna imediatamente antes da sequência dos primers. Nucleótidos a vermelho – específicos para os 
alelos sob estudo, nucleótidos a verde – mismatch na antepenúltima base.   
 
 
Seguidamente estão apresentadas diferentes reações, e os seus resultados, que 
puderam ser efetuadas com as várias combinações de primers. Na prática foram sempre 
repetidos os ensaios com 0,001ng/µL e 0,000004ng/µL de fragmentos de controlo 
positivo, mas aqui apenas estão apresentados os resultados com uma das concentrações: 
a que resultou em picos mais definidos ou com mais intensidade quando os resultados 
nas duas deram semelhantes.  
 
 
ID SNP Sequência de primers 
Tm Tm amplicão Tamanho 
amplicão 
(ºC) 
ACE_ 
rs4357 
F-15 5’-ggcgccgcgcgcggcGCAGGAGAATGGGGTGCC-3’ 60 85 
134/148 pb 
F 5’-CGCAGGAGAATGGGGTGCT-3’ 62 82 
F-15 5'-ggcgccgcgcgcggcCGCAGGAGAATGGGGTTCC-3' 62 85 
135/149 pb 
F 5'-ACGCAGGAGAATGGGGTACT-3' 62 82 
R 5'-CTGGTACTTCAGCCTGTCGA-3' 62 - - 
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iii.ii.v.i. Primers específicos sem mismatch  
 
Nas reações, cujos resultados estão apresentados na Figura 30, foram utilizados 
0,10µM de primers forward específicos sem mismatch, 0,20µM de primer reverse, 40 
ciclos de PCR com 60ºC de temperatura de annealing e adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. 
Figura 30: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos sem mismatch e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para T a 81ºC (curva T) e a curva do 
fragmento, de controlo positivo, homozigótico para C apresenta dois picos, um a 85ºC e outro a (curva 
C). Picos do controlo heterozigótico a 80,5ºC e a 84,5ºC (curva CT). Controlo negativo representado por 
“c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing  
 
A Figura 30 ilustra as curvas de melting do produto amplificado com os primers 
específicos sem mismatch, cuja curva C continua a ter dois picos e agora com a mesma 
intensidade, a 81ºC e 85ºC. A curva T possui um pico aos 81ºC, um valor mais próximo 
da Tm teórica e a curva CT possui dois picos (Tm=80,5ºC e 84,5ºC) e, mais uma vez, 
possui um perfil semelhante ao apresentado para o alelo C. Os primers sem mismatch 
não são específicos porque amplificam os fragmentos todos, independentemente de 
possuírem o alelo correspondente ao primer. 
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iii.ii.v.ii. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’  
 
Os resultados da Figura 31, dizem respeito a reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’, 0,20µM 
de primer reverse, nas mesmas condições que o ponto anterior (iii.ii.v.i.). 
Figura 31: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs4357. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse 
no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico 
para T a 81ºC (curva T) e a curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para C apresenta dois 
picos, um a 84,5ºC e outro a 81ºC (curva C). Picos do controlo heterozigótico a 81ºC e a 84,5ºC (curva 
CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
Neste caso de reações com primers específicos com mismatch na antepenúltima 
base os resultados já foram mais próximos dos verdadeiros, com uma curva exemplar 
para o alelo T e uma curva para o alelo C bem diferente do controlo heterozigótico 
(curva CT). 
Com o objetivo de aumentar a intensidade do pico correspondente ao alelo C, na 
curva de melting do heterozigótico, realizaram-se reações nas mesmas condições das 
anteriores, mas com 0,20µM e 0,10µM de primers específicos para os alelos C e T, 
respetivamente, com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’, e 0,30µM de 
primer reverse. Os resultados (dados não mostrados) foram muito semelhantes aos da 
Figura 31, apenas se deu um aumento da intensidade das curvas. 
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A Figura 31 já apresenta um resultado próximo do otimizado, mas em vez de se 
continuar a otimizar com primers específicos com mismatch na antepenúltima base, 
ainda se experimentaram outras combinações de primers. 
 
iii.ii.v.iii. Primers específicos com mismatch na penúltima (alelo C) e na 
antepenúltima base (alelo T) da extremidade 3’  
 
Os resultados obtidos com a combinação de 0,10µM de primers forward 
específicos para os alelos C e T com mismatch na penúltima e antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer reverse, nas mesmas condições de 
PCR apresentadas na figura anterior podem ser visualizados nas Figuras 3.23, 3.25 e 
3.26 (Capítulo 3 – Resultados) onde se encontram as curvas de melting dos controlos 
positivos e de alguns DNAs. Estas foram as condições otimizadas para a deteção do 
ACE_rs4357 nas amostras de DNA.  
Após a obtenção destas curvas ainda se realizaram reações nas mesmas 
condições, mas com 0,15µM e 0,10µM de primers forward específicos para os alelos C 
e T, com mismatch na penúltima e antepenúltima bases da extremidade 3’, 
respetivamente, e 0,20µM de primer reverse, que resultou no aumentou da intensidade 
de todos os picos das curvas, mas também do pico adicional do fragmento C a 81ºC 
(dados não mostrados). E posteriormente ainda se efetuaram reações com 0,15µM e 
0,10µM de primers forward específicos para os alelos C e T, com mismatch na 
penúltima e antepenúltima bases da extremidade 3’, respetivamente, e 0,40µM de 
primer reverse, cujos resultados surgiram com aumentou ainda maior da intensidade 
dos picos das curvas de melting, mas tanto do pico adicional do fragmento C aos 81ºC, 
como do fragmento T aos 85ºC, um resultado que ainda não tinha ocorrido para este 
primer específico para T com mismatch na antepenúltima base (dados não mostrados).
 Uma vez que estas tentativas não melhoraram os resultados apresentados nas 
Figuras 3.23, 3.25 e 3.26 (Capítulo 3 – Resultados), as condições utilizadas para essas 
reações foram consideradas otimizadas, apesar do pico menos definido presente na 
curva do fragmento C.  
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iii.iii. rs121912703 (C/T) 
 
Para a otimização do ACE_rs121912703 foram inicialmente utilizados os 
primers representados na Tabela I, cujos específicos possuem mismatch na penúltima 
base da extremidade 3’. 
 
iii.iii.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
A Figura 32 apresenta as curvas de melting do produto amplificado das amostras 
de controlo positivo correspondentes ao SNP ACE_rs121912703 nas mesmas condições 
também utilizadas no ponto iii.ii.i. (ACE_rs4357).  
Figura 32: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs121912703. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL (a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo 
positivo. a e c – Pico homozigótico para C e T aproximadamente aos 89,5ºC (curvas T e C). b e d – O 
pico heterozigótico apenas é apresentado aos 89,5ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. 
Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
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Como se pode ver na Figura 32, os resultados são iguais para ambas as 
concentrações dos fragmentos controlo. Não há separação dos picos nas Tm respetivas, 
indicativas de cada produto de amplificação, possivelmente devido à pequena diferença 
entre as Tm dos fragmentos que é somente de 2ºC. Apenas a curva de melting 
correspondente ao alelo T (curva T) está na posição correta, todas as outras estão 
sobrepostas a essa mesma posição.  
Como estratégia inicial optou-se por fazer nova diluição dos fragmentos de 
controlo positivo e dos primers a partir do stock -80ºC com nova água Milli-Q, pois 
poderia ter havido contaminação. No entanto, após a realização de novas reações com 
esses primers e fragmentos, mantiveram-se as curvas de melting tal como na Figura 32, 
apenas ocorrendo maior intensidade dos picos para a concentração de 0,001ng/µL e 
menor para a 0,000004ng/µL dos fragmentos (dados não mostrados). 
 
iii.iii.ii. Primers específicos em reações de PCR independentes 
 
A próxima opção foi testar os resultados com os primers específicos em reações 
de PCR independentes, de modo a perceber se um dos primers estava a ser mais 
específico que o outro, nomeadamente por não aparecerem dois picos no fragmento 
heterozigótico. As reações foram realizadas nas mesmas condições que os SNPs 
anteriores, tal como os perfis das curvas (dados não mostrados) foram semelhantes aos 
da Figura 3 (NOS1_rs77074921).  
Como estas reações, com primers específicos em poços independentes, não 
resultaram nestas condições, foram ainda realizadas reações a 58ºC de temperatura de 
annealing com 0,10µM de primer específico para o alelo C e primer reverse e 0,20µM 
de primer específico para o alelo T e primer reverse, mas os resultados (dados não 
mostrados) voltaram a ser muito semelhantes aos da Figura 3 (NOS1_rs77074921), 
sendo a diferença apenas registada no aumento de intensidade dos picos. 
 
iii.iii.iii. Alteração da temperatura de annealing e da quantidade de primers 
 
Foram realizadas reações com os primers específicos juntos no mesmo poço de 
reação, a 58ºC de temperatura de annealing, 40 ciclos, 0,10µM e 0,20µM de primers 
forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, 0,20µM de primer reverse e 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo (Figura 33). 
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Figura 33: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs121912703. Reações com 0,10µM e 0,20µM 
de primers forward específicos para os alelos C e T, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para C e T aproximadamente a 89,5ºC (curvas T e 
C). O pico heterozigótico apenas é apresentado a 89,5ºC (curva CT). Controlo negativo representado por 
“c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 58ºC de temperatura de annealing. 
 
A diminuição da temperatura de annealing não ajudou a separar os picos nas Tm 
teóricas, permanecendo todas as curvas com picos à Tm de aproximadamente 89,5ºC. A 
curva do fragmento heterozigótico (curva CT) é igual às curvas homozigóticas e 
continua a não haver separação em dois picos. 
Visto que as tentativas até aqui não resultaram, foram desenhados mais primers. 
 
iii.iii.iv. Primers sem mismatch vs primers com mismatch 
 
Para aumentar a especificidade dos primers nas reações com os primers 
específicos combinados, nomeadamente no que diz respeito às Tm dos primers 
específicos que até aqui eram muito próximas e do facto do produto amplificado do 
fragmento heterozigótico nunca ter separado em dois picos, foram utilizados os primers 
anteriores, mas desenhados sem mismatch e com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’, como está indicado a verde na Tabela VII. De modo a aumentar mais a 
diferença entre as Tm foram acrescentados resíduos G e C na cauda da extremidade 5’ 
dos primers específicos, regra geral no de Tm superior: 25 bases GC para o primer sem 
mismatch e 26 para o primer com mismatch na antepenúltima base, permitindo uma 
diferença de até 3ºC entre as Tm dos primers específicos. Foram na mesma adquiridos 
primers com uma cauda com 15 bases GC de forma a testar qual o melhor conjunto de 
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primers. O primer reverse manteve-se o mesmo e encontra-se novamente apresentado 
na Tabela VII. 
 
Tabela VII: Pares de primers (F=forward e R=reverse) utilizados para a genotipagem dos SNPs em 
estudo pela técnica AS-PCR. Temperatura de melting (Tm) para cada primer e para cada amplicão e 
respectivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com cauda GC estão indicada(o)s. Cauda 
de GC encontra-se representada por letras minúsculas e o número de bases que a compõem está indicado 
na coluna imediatamente antes da sequência dos primers. Nucleótidos a vermelho – específicos para os 
alelos sob estudo, nucleótidos a verde – mismatch na antepenúltima base. 
ID SNP Sequência de primers 
Tm 
Tm 
amplicão Tamanho 
amplicão 
(ºC) 
ACE_ 
rs121912703 
 
F-15 5'-ggcgccgcgcgcggcGCAGTACAACTGGACGCC-3' 58 91 
166/180-
190 pb 
F-25 5'-cgcggcgcgcggcgccgcgcgcggcGCAGTACAACTGGACGCC-3' 58 92 
F 5'-CGCAGTACAACTGGACGCT-3' 60 89 
F-15 5'-ggcgccgcgcgcggcCGCAGTACAACTGGACTCC-3' 60 91 
166/181-
192 pb 
F-26 5’-gcgcggcgcgcggcgccgcgcgcggcCGCAGTACAACTGGACTCC-3’ 60 92 
F 5'-CGCAGTACAACTGGACACT-3' 58 89 
R 5'-CAAGGAGACAGCATGGGCA-3' 60 
 
 
As reações e os seus resultados, que se efetuaram com as várias combinações de 
primers, encontram-se de seguida. Na prática foram sempre repetidos os ensaios com 
0,001ng/µL e 0,000004ng/µL de fragmentos de controlo positivo, mas aqui apenas estão 
apresentados os resultados com uma das concentrações: a que resultou em picos mais 
definidos ou com mais intensidade quando os resultados nas duas deram semelhantes. 
  
iii.iii.iv.i. Primers específicos sem mismatch com cauda GC de 15 bases 
 
Nas reações, cujos resultados são semelhantes aos apresentados na Figura 32 
(dados não mostrados), foram utilizados 0,10µM de primers forward específicos sem 
mismatch, com o primer específico para a deteção do alelo C com 15 bases GC, 0,20µM 
de primer reverse, 40 ciclos de PCR com 60ºC de temperatura de annealing e adição de 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Os resultados são semelhantes àqueles 
onde se utilizaram primers com mismatch na penúltima base, talvez porque neste caso 
voltou-se a utilizar um primer específico com cauda de 15 GC o que possibilitou, da 
mesma forma, uma diferença de Tm de 2ºC, não suficiente para separar os picos. Assim, 
a Tm dos picos obtidos continua a ser só a correspondente ao fragmento T. 
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iii.iii.iv.ii. Primers específicos sem mismatch com cauda GC de 25 bases 
 
Posteriormente foram utilizados primers específicos sem mismatch, mas com 
uma cauda de 25 bases GC na extremidade 5’ do primer para o alelo C. A reação foi 
realizada com 0,10µM de primers forward específicos sem mismatch, 0,20µM de 
primer reverse, 40 ciclos, 60ºC de temperatura de annealing e adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo (Figura 34). 
Figura 34: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs121912703. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos sem mismatch, com primer específico para o alelo C com 25 bases GC na 
extremidade 5’, e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para T a 89ºC (curva T). Não existe pico para o alelo 
C (curva C). O pico heterozigótico apenas é apresentado a 89ºC (curva CT). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Os resultados da Figura 34 mostram que, tal como já acontecia anteriormente, 
quando a cauda era maior que 15 bases GC o alelo correspondente ao primer que possui 
a cauda não aparece numa curva bem definida. Neste caso as curvas dos produtos de 
amplificação dos fragmentos T e CT voltaram a ser semelhantes. 
 
iii.iii.iv.iii. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ com cauda GC de 15 bases 
 
Nestas reações utilizaram-se primers específicos com mismatch na 
antepenúltima base da extremidade 3’ e com o primer específico para o alelo C com 
cauda de 15 bases GC na extremidade 5’. Foram utilizados 0,10µM de primers forward 
específicos com mismatch na antepenúltima base, 0,20µM de primer reverse e nas 
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mesmas condições que o ponto anterior. Os resultados (dados não mostrados) foram 
semelhantes aos da Figura 32.  
 
iii.iii.iv.iv. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ com cauda GC de 26 bases 
 
Nas reações, cujos resultados estão apresentados na Figura 35, foram utilizados 
0,10µM de primers forward específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’, com o primer específico para a deteção do alelo C com 26 bases GC na 
extremidade 5’, 0,20µM de primer reverse, com adição de 0,001ng/µL de fragmentos 
de controlo positivo e nas mesmas condições que o ponto anterior.    
Figura 35: Curvas das derivadas de melting para ACE_ rs121912703. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’, com primer específico para 
o alelo C com 26 bases GC na extremidade 5’, e 0,20µM de primer reverse no mesmo poço de reação. 
Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para C a 90ºC (curva C). A 
curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para T apresenta dois picos, aproximadamente a 
89ºC e a 91ºC (curva T). O pico heterozigótico apenas é apresentado a 90ºC (curva CT). Controlo 
negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
A cauda de 26 bases GC permitiu uma diferença de 3ºC entre as Tm dos 
fragmentos, mas mesmo assim, pela análise das curvas da Figura 35, conclui-se que 
ainda não é uma diferença significativa para separar, de forma visível, os picos das 
curvas C e T. Um aumento ainda maior da cauda não será a solução, pois embora 
aumentasse a diferença entre as Tm, provocaria dificuldades na amplificação como já se 
pôde ver em SNPs apresentados anteriormente, em que o produto amplificado do primer 
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que continha o alelo não possuía pico na curva de melting. No entanto estes resultados 
são melhores que os anteriores nesse aspeto, pois o fragmento heterozigótico continua a 
possuir só um pico e desta vez sobrepõe-se com a curva do fragmento C. Também se 
aumentou a quantidade de primers (0,10µM e 0,20µM de primers específicos para aos 
alelos C e T, respetivamente, e 0,30µM de primer reverse) mas o resultado (dados não 
mostrados) foi muito semelhante ao da Figura 35. 
 
iii.iii.iv.v. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ com cauda GC de 26 bases (alelo C) e na 
penúltima base (alelo T) 
 
Ainda foram realizadas outras combinações de primers com o objetivo de 
melhorar os resultados até então obtidos. Assim, combinaram-se 0,10µM de primers 
forward específicos para os alelos C e T com mismatch na antepenúltima e na penúltima 
base, respetivamente, com o primer específico para a deteção do alelo C com 26 bases 
GC na extremidade 5’, 0,20µM de primer reverse, 40 ciclos de PCR com 60ºC de 
temperatura de annealing e com adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo 
positivo, nas mesmas condições de PCR que no ponto anterior. Os resultados dessas 
reações (dados não mostrados) foram semelhantes aos obtidos na Figura 35, apenas se 
verificando uma diminuição da intensidade das curvas, principalmente da curva T que 
praticamente eliminou os picos da curva, ou seja, verifica-se a ausência de amplificação 
do fragmento T. 
  
iii.iii.iv.vi. Primers específicos com mismatch na antepenúltima base da 
extremidade 3’ com cauda GC de 26 bases (alelo C) e sem mismatch 
(alelo T) 
 
Como até agora ainda não se obteve um resultado ótimo, continuaram-se as 
reações com outras combinações de primers. Assim, combinaram-se 0,10µM de primers 
forward específicos para os alelos C e T com mismatch na antepenúltima base e sem 
mismatch, respetivamente, com primer específico para C com 26 bases GC na 
extremidade 5’, 0,20µM de primer reverse e adição de 0,001ng/µL de fragmentos de 
controlo positivo nas mesmas condições do ponto anterior. Os resultados das reações 
encontram-se na Figura 36.  
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Figura 36: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs121912703. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos para C e T com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’ e sem mismatch, 
respetivamente, com primer específico para o alelo C com 26 bases na extremidade 5’, e 0,20µM de 
primer reverse no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. A 
curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para T apresenta dois picos, aproximadamente a 
88,5ºC e a 90,5ºC (curva T) e pico homozigótico para C aproximadamente a 89,5ºC (curva C). O controlo 
heterozigótico não possui picos nas suas curvas de melting (curva CT). Controlo negativo representado 
por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Em resumo, para o ACE_rs121912703, alguns produtos de amplificação de 
alguns alelos não possuíram pico nas curvas correspondentes o que se deve, 
provavelmente, à enorme cauda GC (maior ainda que o próprio primer). Visto que 
depois de várias tentativas não se conseguiu otimizar, desistiu-se de genotipar este SNP 
por AS-PCR. O falhanço da genotipagem, por esta técnica, deve-se à região complicada 
onde o SNP está localizado na sequência, como se pode confirmar na Figura 3.29 do 
Capítulo 3 – Resultados. 
Como não foi possível genotipar os indivíduos por AS-PCR a opção foi 
sequenciar algumas amostras de DNA, 40 no total: 25 do fenótipo C, 8 do fenótipo B e 
7 do fenótipo A (Anexo III). Devido ao custo associado à sequenciação não se 
genotiparam mais indivíduos para este SNP. 
 
iii.iv. rs113110741 (G/C)   
 
Devido à localização do SNP ACE_rs113110741, que se situa numa região de 
grande proximidade entre o ACE_rs121912703 e o ACE_rs12720744 (a sequência está 
apresentada na Figura 3.29 do Capítulo 3 – Resultados), não foi possível desenhar 
primers para a deteção deste SNP. Caso se procedesse ao desenho de primers estes 
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incluiriam sempre um SNP, o que vai contra as regras de desenho de primers, uma vez 
que o primer poderá ser inespecífico por causa disso. Foi também pela mesma razão que 
não se pode utilizar o sistema de genotipagem TaqMan
®
 Openarray
®
 para este SNP. 
 
iii.v. rs12720744 (C/T) 
 
Por fim, para a otimização do ACE_rs12720744 foram inicialmente utilizados os 
primers representados na Tabela I, cujos específicos possuem mismatch na penúltima 
base da extremidade 3’. 
 
iii.v.i. Primers específicos no mesmo poço de reação de PCR 
 
Procedendo do mesmo modo que tem sido feito até aqui, foram realizadas 
reacções com 0,10µM de primers forward específicos com mismatch na penúltima base 
da extremidade 3’, 0,20µM de primer reverse, 40 ciclos, 60ºC de temperatura de 
annealing e adição de 0,001ng/µL (Figura 37 a e b) e 0,000004ng/µL (Figura 37 c e d) 
de fragmentos de controlo positivo.  
 
Embora as Tm das curvas apresentadas sejam um pouco diferentes dos valores 
teóricos, as curvas representativas dos fragmentos C e T (curvas C e T, respetivamente) 
separam visivelmente os seus picos sendo possível detectar o alelo, de cada fragmento, 
pela sua interpretação. Como também já aconteceu anteriormente, a curva 
correspondente ao fragmento heterozigótico (curva CT) não separou em dois picos e 
sobrepôs-se à curva do fragmento com o nucleótido T na posição do SNP. Como se 
pode ver em (c) e (d) (Figura 37) os resultados com 0,000004ng/µL de fragmento 
apresentam maior intensidade e, por isso, foi a concentração escolhida para continuar a 
otimização.  
 
iii.v.ii. Variação da quantidade de primers nas reações de PCR 
 
Com o intuito de aumentar a intensidade dos picos das curvas de melting, 
principalmente o correspondente ao alelo C de forma a tentar igualar a sua fluorescência 
ao de T, e para ultrapassar o facto do controlo heterozigótico apenas ter um pico, 
aumentou-se a quantidade de primers nas reações: 0,20µM e 0,10µM de primers 
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reverse específicos para os alelos C e T, respetivamente, e 0,20µM de primer forward. 
As condições de PCR foram as mesmas utilizadas no ponto anterior, com adição de 
0,000004ng/µL de fragmentos de controlo positivo. O resultado está apresentado na 
Figura 38. 
Figura 37: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,10µM de primers 
forward específicos com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e 0,20µM de primer reverse no 
mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL (a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo 
positivo. a e c – Pico homozigótico para T a 86,5ºC e para C a 88,5ºC (curvas T e C, respetivamente). b e 
d – O pico heterozigótico apenas é apresentado aproximadamente a 86,5ºC (curva CT). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
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Figura 38: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,20µM e 0,10µM 
de primers reverse específicos para os alelos C e T, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,20µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 0,000004ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para T a 86,5ºC e para C a 88,5ºC (curvas T e C, 
respetivamente). Picos do controlo heterozigótico aproximadamente a 86,5ºC e 88ºC (curva CT). 
Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de 
annealing. 
 
Estas curvas já representam melhores resultados que os da Figura 37 pelo fato do 
fragmento heterozigótico começar a ser amplificado com os dois primers e o alelo C 
apenas possuir um pico bem definido aos 88,5ºC, representativo desse alelo. No entanto, 
este SNP ainda não está otimizado, pois ao observar a Figura 38 verifica-se que a curva 
T e CT ainda são muito semelhantes, podendo induzir em erro quanto aos alelos 
presentes na amostra. 
Ainda se realizaram reações com 0,20µM e 0,10µM de primers reverse 
específicos para os alelos C e T, respetivamente, 0,30µM primer forward, nas mesmas 
condições de PCR que a Figura 38, mas apenas levou ao aumento da intensidade do 
fragmento C, em comparação com essa mesma Figura, pois nem a curva do fragmento 
heterozigótico se alterou (dados não mostrados).  
Posteriormente efetuaram-se reações nas mesmas condições que as anteriores 
mas com 0,30µM e 0,10µM de primers reverse específicos para os alelos C e T, 
respetivamente, e 0,20µM de primer forward, cujo aumento do primer reverse, 
específico para C, tinha como objetivo separar a curva do fragmento heterozigótico em 
dois picos, o que foi bem-sucedido, mas o pico da curva correspondente ao fragmento T 
ficou com uma intensidade muito baixa (dados não mostrados). Como última tentativa 
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nestas condições, realizaram-se reações com 0,30µM e 0,10µM de primers reverse 
específicos para os alelos C e T, respetivamente, e 0,30µM de primer forward (Figura 
39).  
Figura 39: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,30µM e 0,10µM de 
primers reverse específicos para os alelos C e T, respetivamente, com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ e 0,30µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 0,000004ng/µL de 
fragmentos de controlo positivo. A curva do fragmento, de controlo positivo, homozigótico para T 
apresenta dois picos, aproximadamente a 86,5ºC e a 88ºC (curva T). Pico homozigótico para C 
aproximadamente a 88,5ºC (curva C). Picos do controlo heterozigótico presentes aproximadamente a 
86ºC e 88ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 
60ºC de temperatura de annealing. 
 
Pela observação da Figura 39 verifica-se um aumentou da intensidade dos picos 
em relação às reações com 0,20µM de primer forward e a separação em dois picos da 
curva correspondente ao fragmento heterozigótico. 
 
iii.v.iii. Alteração da temperatura de annealing 
 
Para tentar aumentar a especificidade dos primers realizaram-se reações de PCR 
com 40 ciclos de PCR mas com um aumento de temperatura de annealing para 62ºC. 
Foram utilizadas as mesmas condições e quantidades de primers e fragmentos que para 
as reações da Figura 38. Os resultados foram semelhantes aos da Figura 38, ocorrendo 
apenas uma diminuição da intensidade da curva C e da curva CT, mas os perfis 
continuaram iguais. 
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Visto que a Tm dos primers é entre 60ºC e 58ºC, efetuaram-se também reações 
exatamente nas mesmas condições anteriores, mas com temperatura de annealing de 
58ºC. Os resultados foram semelhantes aos da Figura 39, ocorrendo somente uma 
diminuição da intensidade da curva T, permanecendo os perfis das curvas iguais. Visto 
que os resultados a uma temperatura de annealing de 58ºC ou 60ºC são semelhantes, 
não favorece realizarem-se reações a uma temperatura diferente.  
 
iii.v.iv. Primers específicos em reações de PCR independentes 
 
Foram testados os resultados com os primers específicos em reações de PCR 
independentes de modo a perceber se um dos primers estava a ser mais específico que o 
outro. As reações foram realizadas nas mesmas condições que anteriormente para as 
reações de PCR independentes e utilizaram-se 0,000004ng/µL de fragmentos de 
controlo positivo. Os perfis das curvas foram semelhantes aos da Figura 3 (NOS1_ 
rs77074921) (dados não mostrados). 
Mais uma vez os primers específicos em reações independentes não permitem 
detectar o alelo presente na amostra. 
 
Visto que até aqui ainda não se tinha otimizado a técnica para este SNP foi 
necessário desenhar mais primers. 
 
iii.v.v. Primers sem mismatch vs primers com mismatch 
 
De forma a aumentar a especificidade dos primers nas reações com os primers 
específicos no mesmo poço de reação, foram utilizados os primers anteriores, mas 
desenhados sem mismatch e com mismatch na antepenúltima base da extremidade 3’, 
como está indicado a verde na Tabela VIII. Foram apenas desenhados primers para 
deteção do alelo T, visto que o primer para deteção do alelo C, com mismatch na 
penúltima base, levou à obtenção de curvas de melting perfeitamente capazes de indicar 
o alelo presente no fragmento. Com estes novos primers a diferença de Tm entre os 
fragmentos manteve-se igual. O primer forward manteve-se o mesmo e encontra-se 
novamente apresentado na Tabela VIII. 
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Tabela VIII: Pares de primers (F=forward e R=reverse) utilizados para a genotipagem dos SNPs em 
estudo pela técnica AS-PCR. Temperatura de melting (Tm) para cada primer e para cada amplicão e 
respectivo tamanho do amplicão em pares de bases (pb) sem e com cauda GC estão indicada(o)s. Cauda 
de GC encontra-se representada por letras minúsculas e o número de bases que a compõem está indicado 
na coluna imediatamente antes da sequência dos primers. Nucleótidos a vermelho – específicos para os 
alelos sob estudo, nucleótidos a verde – mismatch na antepenúltima base. 
ID SNP Sequência de primers 
Tm Tm amplicão Tamanho 
amplicão 
(ºC) 
ACE_ 
rs12720744 
R 5'- AGGTGGGGTGGGTGGCA-3' 58 85 125-140pb 
R 5'- GAGGTGGGGTGGGTGTCA-3' 60 85 126-141pb 
F 5'- CATGTTGAGCTACTTCAAGC-3' 58 - - 
 
As reações e os seus resultados que se efetuaram, com as várias combinações de 
primers, encontram-se de seguida.  
 
iii.v.v.i. Primers específicos com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ (alelo G) e sem mismatch (alelo A) 
 
Nas reações, cujos resultados estão apresentados na Figura 40, foram utilizados 
0,10µM de primers reverse específicos para os alelos C e T com mismatch na penúltima 
base da extremidade 3’ e sem mismatch, respetivamente, 0,20µM de primer forward, 40 
ciclos, 60ºC de temperatura de annealing e adição de 0,001ng/µL (Figura 40 a e b) e 
0,000004ng/µL (Figura 40 c e d) de fragmentos de controlo positivo.  
Com a combinação destes primers observa-se que, desta vez, o resultado da 
amplificação com o primer específico para o alelo T apresenta uma curva definida 
(curva T), melhor para 0,001ng/µL, mas a curva de deteção do alelo C (curva C) não 
tem 1 pico tão definido como anteriormente possuía. Ainda se verifica outra 
desvantagem, a curva do fragmento heterozigótico (curva CT) é semelhante à do 
fragmento T. 
 
iii.v.v.ii. Primers específicos com mismatch na penúltima base da 
extremidade 3’ (alelo C) e com mismatch na antepenúltima base 
(alelo T) 
 
A Figura 41 representa os resultados das reações onde foram utilizados 0,10µM 
de primers reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na 
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antepenúltima base da extremidade 3’, respetivamente, 0,20µM de primer forward, 40 
ciclos com 60ºC de temperatura de annealing e adição de 0,001ng/µL de fragmentos de 
controlo positivo. Também se realização as mesmas reações com adição de 
0,000004ng/µL, mas os resultados (dados não mostrados) foram semelhantes aos da 
Figura 41, mas com menor intensidade das curvas e, por isso, a concentração escolhida 
para prosseguir com a otimização foi de 0,0001ng/µL. 
Figura 40: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,10µM de primers 
reverse específicos para os alelos C e T com mismatch na penúltima base da extremidade 3’ e sem 
mismatch, respetivamente, 0,20µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 0,001ng/µL 
(a e b) e 0,000004ng/µL (c e d) de fragmentos de controlo positivo. a e c – Pico homozigótico para T a 
86ºC e para C a 88ºC (curvas T e C, respetivamente). b e d – O Pico heterozigótico apenas é apresentado 
aproximadamente a 86,5ºC (curva CT). Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 
40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
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Figura 41: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,10µM de primers 
reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. Pico homozigótico para T a 86ºC e para C 
aproximadamente a 87,5ºC (curvas T e C, respetivamente). A curva do fragmento heterozigótico 
consegue, aparentemente, separar em dois picos, um a 86ºC e outro a 88ºC (curva CT). Controlo negativo 
representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Neste caso o produto de amplificação do fragmento heterozigótico apresenta 
dois picos, um a cada Tm correspondentes aos alelos em estudo, 86ºC para o alelo T e 
88ºC para o alelo C.  
Ainda se realizaram reações com 0,20µM e 0,10µM de primers reverse 
específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer forward, mas nestas condições 
deu-se um aumento acentuado da intensidade do pico correspondente ao alelo C, cuja 
curva do fragmento heterozigótico apenas ficou com um pico correspondente a esse 
alelo (dados não mostrados). 
Numa próxima tentativa testou-se 0,15µM e 0,10µM de primers reverse 
específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM primer forward, 40 ciclos, 60ºC de 
temperatura de annealing e 0,0001ng/µL de fragmentos controlo positivo cujos 
resultados encontram-se apresentados na Figura 42. Estas foram as condições ótimas a 
que se chegaram para este SNP. 
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Figura 42: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,15µM e 0,10µM de 
primers reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. a – Pico homozigótico para T a 86ºC e para C a 88ºC 
(curvas C e T, respetivamente). b – Picos do controlo heterozigótico a 86ºC e a 88ºC (curva CT). c – 
Sobreposição do controlo heterozigótico (curva CT) com as amostras 1 e 18 (curva D.1 e D.18) que 
possuem picos nas mesmas Tm. Controlo negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 
ciclos e 60ºC de temperatura de annealing.  
 
Como os resultados da Figura 42 mostravam que as amostras de DNA eram 
heterozigóticas, sequenciaram-se 10 amostras do fenótipo C (1, 18, 35, 41, 43, 45, 137, 
198, 247, 264) para comprovar o seu genótipo. Da sequenciação resultou o genótipo CC 
para todas elas, à exceção da amostra 198 que é CT.  
Visto que a sequenciação deu resultados diferentes da genotipagem pela técnica 
AS-PCR, foram tentadas otimizar as amostras 18 e 198 que passaram a ser os controlos 
positivos para as restantes amostras, tal como já foi feito no ACE_rs8075924. 
 
iii.v.vi. Otimização dos controlos positivos (D18 e 198) 
 
Para iniciar esta nova otimização experimentaram-se as condições iniciais: 
0,10µM de primers reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na 
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penúltima e na antepenúltima base da extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de 
primer forward no mesmo poço de reação, 40 ciclos de annealing com 60ºC de 
temperatura de annealing e adição de 0,0001ng/µL de fragmento de controlo positivo e 
1ng/µL de DNA (Figura 43). As amostras utilizadas na genotipagem por AS-PCR foram 
a 18 e 198. 
Figura 43: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,10µM de primers 
reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 
0,001ng/µL de controlo positivo. a – Pico homozigótico para T a 86ºC e para C a 88ºC (curvas C e T, 
respetivamente). b – Picos do controlo heterozigótico a 86ºC e a 87,5ºC (curva CT). c – Sobreposição do 
controlo heterozigótico (curva CT) com as amostras 18 e 198 (curvas D.18-CC e D.198-CT), que 
possuem picos nas mesmas Tm, embora a 18 tenha genótipo CC por sequenciação (D.18-CC). Controlo 
negativo representado por “c-”. Programa de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Apesar de ter sido comprovado, por sequenciação, que a amostra 18 tinha 
genótipo CC e a 198 TT, as condições de genotipagem realizadas por AS-PCR indicam 
novamente que ambas as amostras são heterozigóticas. 
Foi alterada a quantidade de primer para melhorar os resultados: 0,15µM e 
0,10µM de primers reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na 
penúltima e na antepenúltima base da extremidade 3’, respetivamente, e 0,25µM de 
primer forward, mas os resultados (dados não mostrados) foram muito semelhantes aos 
da Figura 43.  
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Entretanto ainda se realizaram reações com 0,15µM e 0,05µM de primers 
reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima 
base da extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer forward (Figura 44). 
Figura 44: Curvas das derivadas de melting para o ACE_rs12720744. Reações com 0,15µM e 0,05µM de 
primers reverse específicos para os alelos C e T, com mismatch na penúltima e na antepenúltima base da 
extremidade 3’, respetivamente, e 0,20µM de primer forward no mesmo poço de reação. Adição de 
0,001ng/µL de fragmentos de controlo positivo. a – Pico homozigótico para T a 86ºC e para C a 88ºC 
(curva C e T, respetivamente). b – O pico do controlo heterozigótico apenas é apresentado a 88ºC. c – 
Sobreposição das amostras 18 e 198 (curvas D.18-CC e D.198-CT), com picos a 86ºC e a 88ºC, embora a 
18 tenha genótipo CC por sequenciação (D.18-CC). Controlo negativo representado por “c-”. Programa 
de PCR com 40 ciclos e 60ºC de temperatura de annealing. 
 
Aqui verifica-se que devido à baixa quantidade de primer específico para o alelo 
T (em relação ao C), não houve separação dos picos da curva representativa do controlo 
heterozigótico (curva CT). No entanto a amostra 18 já aparece com um pico com maior 
intensidade na Tm correspondente ao alelo C. 
Após estas tentativas desistiu-se de genotipar este SNP por AS-PCR e uma das 
causas para o insucesso poderá estar no facto destes primers específicos possuírem uma 
percentagem elevada em conteúdo GC (entre 66 e 70%). 
Visto que os indivíduos não foram genotipados por AS-PCR, sequenciou-se um 
conjunto maior de DNAs, 40 no total: 25 do fenótipo C, 8 do fenótipo B e 7 do fenótipo 
A (Anexo III). Os primers de sequenciação utilizados para este SNP permitiram 
sequenciar também os SNPs ACE_rs113110741 e ACE_rs12720744, devido à 
proximidade destes 3 SNPs na sequência do gene. 
